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Stále se zvyšující spotřeba léčiv zapříčiňuje vzrůst koncentrace jejich reziduí v různých 
složkách životního prostředí. Z toho důvodu se v současnosti rezidua léčiv řadí k velmi 
významným kontaminantům životního prostředí. Do půdy se dostávají zároveň s aplikací 
čistírenského kalu jako hnojiva nebo při hnojení zvířecími exkrementy vyloučenými 
po podání léčiva, popř. přímou kontaminací od léčených pasoucích se zvířat. Přítomnost 
těchto látek v půdě nepříznivě narušuje citlivý půdní ekosystém. 
Tato práce je zaměřena na posouzení možné kontaminace půdy vybranými léčivy 
prostřednictvím testů ekotoxicity. Pro tento účel byla konkrétně zvolena sulfonamidová 
chemoterapeutika, která se velmi často využívají ve veterinární medicíně, a to 
sulfamethoxazol a sulfamethazin. Jako vhodný testovací reprezentativní půdní organismus 
byly vybrány žížaly (Lumbricus). V experimentální části této práce byl proveden test 
únikového chování dle normy ISO 17512-1 a modifikovaný bioakumulační test dle metodiky 
OECD 317 Bioakumulace látek v máloštětinatcích, pro které byla podle metodiky OECD 207 
připravena artificiální půda, která byla následně kontaminována výše specifikovanými léčivy. 
Ačkoli na základě výsledků stanovení množství těchto látek ve tkáni žížal nedochází k jejich 
výrazné bioakumulaci, dokáží tyto organismy na přítomnost kontaminující látek v půdním 
prostředí velmi citlivě reagovat, jak bylo patrné v únikových testech.  
 
KLÍČOVÁ SLOVA 





Constantly increasing consumption of drugs leads to the increase of the concentration of 
residues in various environmental compartments. For this reason the drug residues are 
nowadays classified as significant environmental contaminants. The drug residues enter the 
soil along with the application of sewage sludge either as a fertilizer or during fertilizing by 
animal excrements excreted after drug administration, eventually by direct contamination 
from treated grazing animals. The presence of these substances in soil has got negative impact 
on the sensitive soil ecosystem.  
The diploma thesis aims to evaluation of possible soil contamination with selected drugs 
through ecotoxicity tests. For this purpose sulfonamide chemotherapeutic agents, which are 
often used in veterinary medicine, were chosen, specifically sulfamethoxazole and 
sulfamethazin. Eartworms (Lumbricus) were selected as suitable test representative soil 
organism. In the experimantal part of this work the avoidance test according to ISO 17512-1 
and modified bioaccumulation test according to OECD 317 methodology were performed. 
Bioaccumulation substances in oligochaetes, for which the artificial soil was prepared 
according to OECD 207 methodology, which was subsequently contaminated with above 
specified drugs. Although according to the results of determination of these substances there 
is no significant bioaccumulation in eartworms tissue, these organisms are very responsive to 
the presence of contaminants in the soil environment. This is evident from the results of 
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Jedním ze současných environmentálních problémů moderní společnosti je výskyt reziduí 
léčiv v životním prostředí v důsledku jejich nadměrného užívání v humánní i veterinární 
medicíně. V České republice proniká do životního prostředí z odpadních vod znepokojivé 
množství antibakteriálních látek. Rezidua těchto látek se ve vodě objevují i po její úpravě 
na čistírnách odpadních vod a také spolu s ní do životního prostředí pronikají. Koncentrace, 
ve kterých se látky vyskytují, se mohou samy o sobě zdát zanedbatelné, jednotlivě jsou 
pod bezpečnými hladinami. Ve skutečnosti tvoří v přírodě vysoce složité a dlouhodobě 
působící směsi, často biologicky aktivní a s nízkou biodegradabilitou, které se projevují 
negativními účinky na organismy a tím i na jejich funkci v životním prostředí. Dochází 
pak k negativním změnám v cyklech organického materiálu a je narušována stabilita celého 
ekosystému [1, 2]. 
Velmi významnou složkou životního prostředí je půda. Je nezbytným místem pro život 
velkého množství organismů a mikroorganismů, slouží jako stanoviště planě rostoucí 
vegetace, ale i kulturních rostlin. Půda je dynamický stále vyvíjející se systém. Přežití 
a prosperita všech suchozemských společenstev, závisí na tenké vrchní vrstvě Země. Hraje 
zcela zásadní a nezastupitelnou roli ve stabilitě ekosystémů a v ovlivňování bilancí látek 
a energií. Půdní organická hmota je hlavní suchozemskou zásobárnou uhlíku, dusíku, fosforu 
a síry a bilance i dostupnost těchto prvků je neustále ovlivňována mikrobiální mineralizací 
a imobilizací. Je regulátorem koloběhu látek, může fungovat jako úložiště, ale i zdroj 
potencionálních kontaminantů [3]. 
Rozsah a povahu efektů kontaminantů na půdní organismy lze stanovit zapojením celé 
škály ekotoxikologických testů. Velký problém při ekotoxikologickém testování půd ovšem 
představuje biodostupnost kontaminantů, tedy jejich dosažitelnost a chemická aktivita. Půda 
je velmi nestejnorodá a tudíž má i mnoho různých vlastností jako jsou množství organického 
uhlíku, pH, velikost částic, vlhkost, chemické složení atd. Tyto vlastnosti se mění v čase 
a prostoru a proto jsou i polutanty v půdě nerovnoměrně distribuovány. Biodostupnost látek 
určují nejen fyzikálně-chemické vlastnosti půdy, ale i životní projevy půdních organismů 
a vlastnosti látky samotné. Tento fakt potom velmi stěžuje extrapolaci dat toxicity 
z laboratorních studií na terénní studie, protože při laboratorních testech se často používá 







2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Ekotoxikologie 
Ekotoxikologie je interdisciplinární vědní obor na hranici mezi toxikologií a ekologií. 
Samotná toxikologie je lékařský obor, který studuje vliv toxických látek na člověka. 
Ekotoxikologie rozšiřuje toto zaměření na ostatní živé organismy. Ty však nelze studovat 
izolovaně, je třeba zohlednit jejich vztahy s prostředím i jejich vzájemné ekologické vztahy 
na úrovni populací, společenstev a ekosystémů. Ekotoxikologie je postavena na základech 
ekologie a toxikologie, ale v současnosti využívá poznatky celé řady dalších vědních oborů 
jako např. chemie životního prostředí, matematické modelování, geologie, pedologie, 
hydrochemie, klimatologie atd. [5, 6, 7]. 
Cílem ekotoxikologie je ochrana živé přírody a člověka jako její integrální součásti, rozbor 
a pochopení přímých a nepřímých účinků chemikálií na všechny biologické úrovně 
ekosystému, analýza a hodnocení škodlivých účinků chemických látek, prevence poškození 
a ohrožení ekosystémů, předpověď a odhady škodlivosti chemikálií a jejich cyklu v životním 
prostředí a vývoj praktických nástrojů pro odhady škodlivosti a rizik [6, 7]. 
Environmentálně nebezpečné látky 
Toxické mohou být všechny látky, avšak jejich rizikovost pro životní prostředí je odlišná. 
Za environmentálně nebezpečné látky jsou považovány především ty, které v důsledku svých 
fyzikálních a chemických vlastností musí mít významný potenciál pro poškozování živých 
organismů a také musí mít schopnost vyskytovat se v životním prostředí v takovém množství, 
aby mohly být škodlivé. Kromě běžně deklarovaných látek, jakými jsou např. PAHs, PCDDs, 
PCBs a pesticidy, sem můžeme zařadit také léčiva [5, 6, 7]. 
2.1.1 Ekotoxikologické testy (biotesty) 
Biotest je definován jako zkouška využívající biologický systém. Zahrnuje expozici 
organizmu testovaným materiálem a odpověď organizmu. Je to proces, při němž je testovací 
systém (tkáně, organizmy, populace apod.) exponován v přesně definovaných podmínkách 
různými koncentracemi zkoumané chemické látky, chemického přípravku nebo směsného 
či přírodního vzorku nebo výluhu odpadů, jak je požadováno v zákoně č. 185/2001 Sb., 
o odpadech a o změně některých dalších zákonů [7, 8, 9, 10]. 
Ekotoxikologický biotest je nespecifický, relativně levný, screeningový test, jehož 
výhodou je rychlost. Slouží pro odhad rizik spojených s výskytem toxických látek v životním 
prostředí. Z jeho výsledku lze usoudit, zdali je testovaná látka toxická, jestli vzorek vody 
obsahuje využitelné živiny, zda je za těchto podmínek sledovaná substance rozložitelná atd. 
Pro stanovení sledovaného jevu využívá ekotoxikologický biotest detekční systémy, které 
jsou relevantní, to znamená, že umožňují interpretaci výsledků a mají dostatečnou výpovědní 
hodnotu. Biotest nepodává informaci o tom, která látka a v jakém množství je v příslušném 




2.1.1.1 Rozdělení biotestů 
Biotesty jsou nejčastěji děleny podle dvou základních kritérií. První kritérium vychází 
z naší platné legislativy a rozděluje testy na validované (standardní) a na testy alternativní. 
Druhé kritérium dělení spočívá ve zvolené variantě prostředí, ve kterém testy probíhají. Jsou 
to testy akvatické a terestrické. Terestrické testy umožňují testování látek ve vodě 
nerozpustných nebo málo rozpustných, u nichž nejde toxicitu stanovit pomocí akvatických 
testů [7, 10]. 
Kromě toho je možné ekotoxikologické testy dělit dle celé řady dalších kritérií, jako 
je např. doba expozice, uspořádání testu, pokročilost testovaného systému, trofická úroveň 
testovaných organismů, matrice vzorku, spektrum testovaných organismů, typ testovaného 
vzorku, způsob přípravy vzorku, stupeň komplexnosti detekčního systému, způsob 
vyhodnocení atd. [7]. 
Terestrické testy 
Jde o testy, které hodnotí škodlivé vlivy kontaminovaných matric, popř. nerozpustných 
látek na půdní organismy a ekosystémy. Lze hodnotit účinky na producenty, konzumenty, 
dekompozitory a také celkové ovlivnění půdního ekosystému. Pro tyto testy jsou využívány 
nejen semena jednoděložných a dvouděložných rostlin v tzv. fytotestech jako je rostlina 
hořčice bílá (Sinapis alba), cukrová řepa (Beta vulgaris), ječmen (Hordeum vulgare), cibule 
(Allium cepa), ale rovněž zástupci živočišné říše; včela (Apis mellifera), moucha (Musca 
autumnalis), hlístice (Panagrellus redivivus) a žížala (Lubricus). Terestrické testy nepracují 
s vodným výluhem, ale přímo se zkoumaným pevným materiálem a umožňují odhalit 
biodostupnost látek přítomných a kontaminujících testované matrice [7, 9, 10, 11]. 
2.1.1.2 Baterie testů 
Přiblížení výsledků testů reálným podmínkám lze dosáhnout tím, že se neprovádí pouze 
jeden test na jednom organismu, ale použije se celá sada individuálních samostatných testů 
s různými druhy. Ty jsou vybrány tím způsobem, aby reprezentovaly jak taxonomické, 
tak funkční složení ekosystému, především podle postavení v potravním řetězci. Celková 
toxicita látky se posuzuje na základě všech výsledků získaných v dané sadě. Pro testování 
ekotoxicity látek popř. kontaminovaných matric vstupujících do terestrických ekosystémů 
je vhodná baterie testů zahrnující testy toxicity na třech trofických úrovních tj. producentech, 
konzumentech a destruentech. Jedná se o testy, které pracují s vodným výluhem 
i v kontaktním uspořádání [5, 7, 10, 12]. 
2.1.1.3 Volba vhodných testovacích organismů 
Vhodně zvolený organismus je nezbytnou součástí správně provedeného testu. Každý druh 
je vůči testované látce jinak citlivý a zastupuje jinou trofickou úroveň. Pro účely testování 
bioakumulace látek v rámci ekotoxikologických studií jsou často jako testovací organismy 





2.2 Žížaly (Lumbricus) 
Pro tuto diplomovou práci byly využity dva druhy žížal, žížala hnojní a žížala kalifornská. 
2.2.1 Taxonomie 
Říše: Živočichové (Animalia) 
Kmen: Kroužkovci (Annelida) 
Třída: Opaskovci (Clitellata) 
Podtřída: Máloštětinatci (Oligochaeta) 
Čeleď: Žížalovití (Lumbricidae) 
Druh: Žížala (Lumbricus) 
Rod: Žížala hnojní (Eisenia foetida); Žížala kalifornská (Eisenia andrei) [15]. 
2.2.2 Morfologie žížal 
Tělo žížaly má červovitý tvar, na příčném řezu je kruhovité. Hřbetní strana je vyklenutější, 
tmavší a prosvítá zde hřbetní céva. Kromě předústní části, která je užší a zadní naopak 
zaoblené pygidiální části (konec těla vzniklý srůstem několika článků) je tělo homogenně 
segmentované zevně i vnitřně. Nepřerušeně celým tělem prochází nervová, cévní a trávící 
soustava. Některé orgány (např. metanefridie a nervová ganglia) jsou uspořádány 
segmentálně, viz obrázek 1 [16, 17, 18, 19]. 
2.2.2.1 Trávící soustava 
Trubicovitá trávicí soustava začíná ústním otvorem, nad kterým se nachází pohyblivý čelní 
lalok (prostomium), který napomáhá uchopení potravy. Na ústa, kde následně dochází 
k rozdrcení potravy, navazuje hltan, do kterého ústí slinné žlázy. Dále pak jícen, jehož část 
je přeměněna na tzv. žláznatý žaludek, nazývaný též vole. Do volete vyúsťují čtyři chylové 
váčky, které obsahují uhličitan vápenatý a slouží k neutralizaci huminových kyselin v potravě. 
Na žláznatý žaludek navazuje svalnatý žaludek, kde je potrava míchána pomocí pozřených 
půdních částic a zrnek písku. Následuje střevo, jehož vnitřní strana vybíhá v prokrvenou 
epiteliální řasu (tyflosolis). Tato řasa zvětšuje trávicí plochu střeva a tím umožňuje 
dokonalejší využití potravy chudé na živiny. K uložení škodlivých látek slouží epiteliální 
chloragogenní buňky syntetizující tuky a glykogen, které se nachází na povrchu střeva. 
Po zaplnění škodlivinami se odlupují a jsou následně vyloučeny metanefridiemi. Trávicí 
trubice je zakončená řitním otvorem na pygidiálním tělním článku [16, 17, 18, 19].  
2.2.2.2 Nervová soustava 
Žížaly mají jednoduchý, ale citlivý nervový systém. Nervovou soustavu tvoří segmentálně 
uspořádaná nervová ganglia. Tyto ganglia jsou propojena příčnými (komiskury) a podélnými 
(konektivy) spojkami. Na povrchu těla se nachází smyslové buňky pomocí, kterých žížaly 
vnímají světlo, vlhkost, teplotu, vibrace, chutě a pachy [16, 17, 18, 19]. 
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2.2.2.3 Cévní soustava 
Cévní soustava je uzavřená, mezodermálního původu. Skládá se z jedné hlavní stažitelné 
cévy na hřbetní straně, která plní funkci srdce a jedné cévy na straně břišní. Hřbetní céva 
pulzuje a tím přivádí krev do přední části těla. Tady je pomocí příčných pulzujících spojek 
propojena s cévou břišní, která žene krev do zadní části těla. Bohatě prostoupena drobnými 
cévami je také pokožka žížal [16, 17, 18, 19]. 
2.2.2.4 Dýchací soustava 
Funkci dýchání plní hustě prokrvená jednovrstevná pokožka, cévy pod ní umožňují 
rychlou výměnu plynů mezi vnějším prostředím a hemolymfou [16, 17, 18, 19].  
2.2.2.5 Vylučovací soustava 
Přebytečná voda a odpadní látky z krve a coelomové tekutiny odvádí metanefridie. 
V každém tělním článku (kromě předústního a pygidiálního) se nachází jeden pár. 
Metanefridium má podobu obrvené nálevky, jejíž vinutý kanálek prostupuje do dalšího 
článku, kde ústí na povrch těla [16, 17, 18, 19]. 
2.2.2.6 Kožně svalový vak 
Kožně svalový vak sloužící k pohybu je tvořen hladkou svalovinou uspořádanou 
ve čtyřech vrstvách: podélně, okružně, příčně a kose. Pohybu napomáhají také krátké párové 
štětinky v pokožce. Tyto štětinky se nacházejí ve čtyřech váčcích na bocích každého článku 
(kromě příústního a pygidiálního). Jsou vybaveny svalovinou a žížala může regulovat jejich 
vysunutí [16, 17, 18, 19]. 
2.2.2.7 Opora těla 
Funkci kostry plní hydroskelet v podobě nestlačitelné coelomové tekutiny, která vyplňuje 
coelomové váčky. Slouží jako hydrostatická kostra a opora pro stahy svalů [16, 17, 18, 19].  
2.2.2.8 Povrch těla 
Povrch těla vytváří jednovrstevná kolagenní pokožka. Obsahuje barevné pigmenty a je 
hustě protkaná vlásečnicemi. Pomocí slizových žláz produkuje hlen, který usnadňuje pohyb 
po nerovném povrchu. Hlen také chrání pokožku před vysycháním. Na povrchu těla žížaly 
se vyskytují hmatové receptory a světločivné buňky (foasomy), prostřednictvím nichž je 





Obrázek 1: Stavba těla žížaly [17] 
 
2.2.3 Biologie žížal 
Žížaly jsou významnou složkou potravy ježků, krtků, jezevců, lišek a ptáků. Živí 
se různým organickým materiálem, konzumují odumřelé zbytky živočišného a rostlinného 
původu. Jejich potrava je pestrá, tráví také různé řasy, mikroorganismy a vlákna (hyfy) 
mikroskopických hub obsažených v půdě. Žížaly preferují potravu s nízkým poměrem C/N 
(např. jetel).  
Žížaly lze obecně rozdělit do tří základních skupin podle toho, čím se živí a v jaké části 
půdního profilu žijí. Povrchové epigeické žížaly (žížala červená, hnojní a kalifornská) se živí 
hlavně čerstvě odumřelou organickou hmotou. Endogeické žížaly (žížala polní a růžová), 
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které žijí v horních vrstvách půdy a živí se převážně více odumřelou organickou hmotou 
vázanou na půdní částice a mikroorganismy. A žížaly hlubinné enektické (žížala obecná 
a dlouhá) živící se taktéž čerstvě odumřelou organickou hmotou. 
Endogeické žížaly mohou přejít za nepříznivého stavu okolí do klidového stádia. Nejdříve 
vytvoří komůrku, kterou zevnitř pokryjí slizem a výkaly, v ní se stočí do klubíčka, kde 
vypustí další množství slizu, aby zabránily vlastnímu vysychání. V klidovém stádiu zůstává 
žížala úplně nehybná a spotřebuje pouze minimum energie. Hlubinné žížaly vytváří klidové 
stádium jak v létě, tak v zimě bez ohledu na stav okolí. 
V současnosti je v České republice potvrzen výskyt 62 druhů žížal, některé však patří 
k vzácným dokonce i velmi vzácným a vyskytují se pouze lokálně. V orných půdách 
se můžeme setkat s 18 druhy, zastoupení se liší podle regionu, prostředí, půdního druhu a typu 
a teplotně-vlhkostních poměrů. Typické půdní společenstvo orné půdy je tvořeno žížalou 
polní (50 – 100 %), žížalou růžovou (10 – 50 %) a žížalou červenou a obecnou (5 – 10 %). 
Existuje však celá řada výjimek. Například v podhorských a horských oblastech se hojně 
vyskytuje žížala mléčná naopak v písčitých půdách nížin zase žížala zelená. Obecně 
v rašelinných a písčitých půdách najdeme velmi málo druhů žížal, více se jich vyskytuje 
v půdách jílovitých a hlinitých a nejvíce pak v půdách humózních. Většina druhů u nás 
preferuje nezamokřenou, lehčí na humus bohatou půdu. Klima a poloha mohou výrazně 
ovlivnit výskyt žížal v půdách stejného typu, na jedné lokalitě může být výskyt velmi vysoký, 
avšak v jiné lokalitě zase nízký.  
Pro jejich aktivitu jsou velmi důležitá vlhkost a teplota půdy okolo 10 – 18 °C. Mnoho 
druhů je však aktivních až do teploty 3 °C a některé druhy dokonce tolerují i teploty okolo 
25 °C. Zásoba vápníku v půdě také ovlivňuje přítomnost žížal, nejvhodnější je neutrální 
prostředí tj. pH 7, avšak některé druhy byly nalezeny i v půdách s pH 5,4. V půdách s pH 
nižším než 4 se téměř žádné žížaly nevyskytují. Žížaly jsou díky své tenké pokožce citlivé 
na rychlé změny iontové koncentrace. I nízké koncentrace amoniaku a dusičnanů mohou být 
pro ně velmi nepříznivé [20, 21, 22].  
2.2.4 Rozmnožování a růst 
Žížaly jsou typickým geobiontem tzn., že jejich vývojový cyklus probíhá celý v půdě. Jsou 
to hermafroditi, vytváří jak vajíčka, tak spermie, avšak k samooplození u nich nedochází. 
Upřednostňují páření s dalším jedincem, se kterým si při kopulaci vzájemně vymění spermie. 
Mají dva páry varlat umístěné v 10. a 11. tělním článku a jeden párový vaječník 
ve 13. článku, který ústí na povrch ve 14. článku. Poblíž hlavové části je umístěn opasek, 
který slouží k tvorbě kokonů tj. vaječných kapsulí. Tyto kapsule poskytují ochranu a vyživují 
vyvíjející se zárodky žížal. Kokon obsahuje až dvacet vajíček, ze kterého nakonec vzejde 
většinou jen jedna jediná žížala. Při kopulaci dochází k přenosu spermií obalených 
spermatoforem od jednoho jedince do malých schránek v pokožce (spermaték) druhého 
jedince. Tam se ukládají, dokud nedozrají. Mezitím žlázy v opasku vyprodukují slizovitý 
váček, který žížala postupně vysvléká. Nejdříve do něj uvolňuje vajíčka a následně získané 
spermie. Nakonec jej převlékne přes hlavu. Váček se na obou stranách uzavře a vytvoří kokon 
žlutohnědé barvy o velikosti 2 až 5 mm.  
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K páření obecně dochází na podzim a na jaře, kdy žížaly svého partnera lákají svými 
pachovými signály. Vzhledem k druhu, klimatu a výživovému stavu je žížala schopna 
vyprodukovat 3 až 100 kokonů za rok. Některé druhy se rozmnožují i nepohlavně 
tzv. regenerací. 
Doba od nakladení kokonu po vylíhnutí mladých žížal se pohybuje v závislosti na druhu 
a klimatických poměrech od 3 týdnů do 5 měsíců. Doba dosažení pohlavní dospělosti a s ní 
schopnosti reprodukce závisí na druhu (např. žížala hnojní se množí ve 2 – 3 měsících, žížala 
polní ve 4 – 5 měsících a žížala obecná dokonce až v jednom roce). V důsledku nepříznivých 
podmínek (promrzání a vysychání půdy, její nevhodné zpracovaní, útok predátorů) se žížaly 
dožívají 1 – 2 let [17, 19, 20, 21]. 
2.2.5 Ekologie žížal 
Žížaly se výrazně podílí na tvorbě půdy, vytváří půdní profil a jsou významnými 
dekompozitory. Řadí se mezi makrokoncentátory, což znamená, že mají výrazné 
bioakumulační a biokoncentrační schopnosti. 
Tito kroužkovci se živí organickým materiálem jako jsou částečky půdy, rostlinné zbytky 
a chlévský hnůj. Jejich výkaly obsahují více živin než okolní prostředí a jsou významnou 
složkou dobré drobtovité struktury ornice. Některé druhy transportují kousky organické 
hmoty z povrchu do hlubších vrstev půdy, jiné druhy zase přenášejí zeminu z hlubších vrstev 
na povrch. Rozklad odumřelých rostlin probíhá dvakrát rychleji s žížalami než bez nich. 
Velmi důležitá je kooperace mezi mikroorganismy a žížalami. Téměř polovina půdních 
mikroorganismů poutajících vzdušný dusík se nachází ve stěnách žížalích chodeb, které 
pro ně představují příznivější prostředí než okolní půda. Roli zde hraje zejména vyšší 
koncentrace cukrů a dalších látek pocházejících ze slizu, jímž žížaly zpevňují své chodby, 
které následně slouží mikroorganismům jako zdroj energie. Dále chodbičky usnadňují přístup 
k dusíkatým látkám přítomným v žížalích výkalech a rovněž umožňují lepší přísun vzduchu 
a vody než v okolní půdě. Tím zlepšují dostupnost živin pro rostliny, tudíž chodbičky slouží 
jako vhodné místo pro růst kořenů a rozvoj půdních mikroorganismů. 
Žížaly tvorbou chodbiček a pohlcováním půdy každoročně zpracovávají na každém 
hektaru tuny zeminy (trávicím traktem žížal na ploše jednoho hektaru projde až 250 tun půdy 
za rok). Na jednom metru čtverečním zemědělské půdy lze v České republice nalézt 
až 300 jedinců, což představuje 3 miliony žížal na hektar. Při přepočtu na biomasu činí 
hmotnost žížal 500 – 100 kg na hektar. Tam, kde chybí žížaly, se na povrchu vytváří vrstva 






2.2.6 Žížala hnojní (Eisenia foetida) a žížala kalifornská (Eisenia andrei) 
Žížala hnojní (Eisenia foetida) a u nás nepůvodní žížala kalifornská (Eisenia andrei) jsou 
velice podobné dva druhy žížal, jak je patrné z obrázku 2 a 3. 
 
Obrázek 2: Žížala kalifornská (Eisenia andrei) 
 
 
Obrázek 3: Žížala hnojní (Eisenia foetida) 
 
Jsou využívány k produkci biomasy, hnojiv a dnes oblíbených vermikompostů 
(biohnojivo). Žížaly svým pohybem kompost provzdušňují a zrychlují jeho zrání. Díky nim 
je regulováno pH kompostovaného materiálu a jsou snižovány i negativní dopady těžkých 
kovů v odpadu. Práce žížal zrychluje proces mineralizace kompostu a podporuje rozvoj 
některých potřebných hub. Žížaly hnojní a kalifornská jsou také nejvhodnější pro použití 
v testech ekotoxicity. Rychle se množí a rostou, proto patří k žížalám nejčastěji komerčně 
využívaným.  
Řadí se do skupiny povrchových (epigeických) žížal. Jsou drobnější, dorůstají délky 
4 až 12 cm. Pro život potřebují velké množství organických zbytků, za jeden den dokážou 
pojmout potravu o hmotnosti poloviny své váhy. 
Žížala hnojní dokáže přežít i v takových podmínkách, ve kterých by žížala obecná 
nedokázala existovat. Kroužkovec Eisenia foetida žije na všech kontinentech kromě 
Antarktidy. Dříve se vyskytovaly pouze v silné opadance listnatých lesů, především 
na březích potoků či prameništích. V dnešní době jsou výrazně závislé na prostředí vytvořené 
člověkem. Nežijí volně v přírodě, nalezneme je v kompostech, tlející vegetaci a hnojnících. 
Kalifornské žížaly se k nám dostaly poprvé asi před dvaceti lety [21, 23]. 
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2.3 Testy na žížalách 
Metodiku testů ekotoxicity na žížalách předepisují normy: 
· ISO 11268-1 Stanovení akutní toxicity pro Eisenia foetida/Eisenia andrei 
· ISO 17512-1 Test únikového chování se žížalami 
· OECD 222 Test reprodukce žížal 
· OECD 207 Test akutní toxicity žížal 
· OECD 317 Bioakumulace látek v máloštětinatcích  
· US EPA 850.6200 Test subchronické toxicity žížal  
V platné české legislativě je test toxicity na žížalách uveden v nařízení komise (ES) 
č. 440/2008 ze dne 30. května 2008, kterým se stanoví zkušební metody podle nařízení 
Evropského parlamentu a Rady (ES) č. 1907/2006 o registraci, hodnocení, povolování 
a omezování chemických látek. Část C. Metodika testu na žížalách vychází z normy OECD 
207 [24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31]. 
V této diplomové práci byl z testů na žížalách využit únikový a bioakumulační test, jejichž 
metodiky jsou popsány v následujících kapitolách. Pro tyto testy byla připravena artificiální 
půda dle metodiky OECD 207 [27]. 
2.3.1 Artificiální půda 
Artificiální neboli umělá půda je běžně používána při laboratorních testech a její složení 
je přesně definováno dle normy OECD 207.  
Půda se skládá z: 
· 70 % vysušeného křemenného písku s minimálně 50 % podílem zrn o velikosti 
0,05 – 0,2 mm 
· 20 % vysušeného kaolinového jílu s obsahem kaolinitu minimálně 30 % 
· 10 % vysušené rašeliny přesáté a homogenizované přes 2 mm síto  
· 0,3 – 1 % uhličitanu vápenatého (CaCO3) 
CaCO3 slouží v artificiální půdě k upravení pH na hodnotu 6,0 ± 0,5. Dále musí být pomocí 
destilované vody upravena vlhkost na 40 % WHC (z angl. Water Holding Capacity – Vodní 
kapacita půdy) [27]. 
2.3.1.1 Stanovení hodnoty pH  
Do zkumavky se odebere 5 ml půdy a doplní se na celkový objem 30 ml 1M roztokem 
KCl. Vzniklá suspenze se po dobu 5 minut důkladně protřepe, nechá dvě hodiny odstát a opět 
se důkladně protřepe. Poté je pomocí pH metru odečteno pH suspenze. Optimální hodnota 
by se měla pohybovat v rozmezí pH 5,5 – 6,5 [32]. 
2.3.1.2 Stanovení hodnoty WHCmax  
Stanovení maximální vodní kapilární kapacity půdy (z angl. Maximum Water Holding 
Capacity) je následovné. Do předem zváženého a vysušeného válečku se naváží 50 g 
artificiální půdy. Dno válečku je tvořeno polopropustným materiálem. Váleček se umístí 
do nádoby s vodou, tak aby byla hladina vody souběžně s hladinou vzorku půdy. Zde 
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se ponechá po dobu tří hodin. Poté se přemístí do nádoby s pískem, přikryté tkaninou 
(zabraňuje vysychání vzorku). Po dalších třech hodinách se zváží váleček s půdou a vrátí se 
zpět do misky s pískem. Dále se vážení opakuje ve třicetiminutových intervalech do dosažení 
konstantní hmotnosti. Maximální vodní kapacita půdy je stav, ve kterém je půda v přirozeném 












WHC , (1) 
 
Mvz … hmotnost nasycené zeminy s válcem (g). 
Mk … hmotnost válce (g). 
 
Důvodem laboratorního využití artificiální půdy je vysoká variabilita půdy přirozené 
(fyzikálně-chemické vlastnosti, možná přítomnost polutantů atd.). Tyto vlastnosti mohou 
ovlivňovat výsledek testu. Ovšem je sporné, na kolik a zda dovedou umělé půdy zastoupit 
ty reálné. Vzhledem ke svému charakteru a množství zastoupených složek je artificiální půda 
označována jako ekologicky nereálná [27, 33]. 
2.3.2 Chov žížal 
Pro zajištění testovacích jedinců v požadované kvalitě, stáří a hmotnosti je žádoucí, aby 
laboratoř disponovala vlastním chovem nebo důvěryhodným zdrojem těchto testovacích 
organismů. 
2.3.2.1 Založení chovu žížal 
Pro založení chovu je nutné nejprve připravit vhodné prostředí. Do nádob o objemu 
10 až 50 litrů je smíchán substrát složený ze zahradní směsi, hnoje a rašeliny v poměru 
1:0,8:0,2. Žížaly potřebují stálou vlhkost. Pokud ji nemají, tak hynou a pokud je jí přebytek, 
tak utíkají. Jedná se o nejčastější příčinu úniku žížal z chovné nádoby. Pro zjištění optimální 
vlhkosti se používá tzv. pěstní zkouška (do hrsti nabereme substrát a zmáčkneme jej, pokud 
vyteče pár kapek, pak je to ideální). Takto připravený substrát se ponechá do druhého dne 
ustálit. Následně je nutné upravit pH pomocí uhličitanu vápenatého (CaCO3) na hodnotu 
5,5 až 7. Z jiných chovů se pak přidá dostatečné množství (minimálně 50) dospělých 
i juvenilních žížal. Půda v boxu se přikryje vlhkým papírem a z alobalu vyrobeným víkem 
s několika otvory pro přístup vzduchu. Chov musí být umístěn v inkubační místnosti 
s teplotou 20 ± 2 °C. Každý týden je třeba zkontrolovat vlhkost a dodat potravu (koňský hnůj, 
popř. ovoce, zelenina). Substrát nesmí být kontaminován amoniakem nebo močí (je pro žížaly 
toxický) [34]. 
2.3.2.2 Odběr jedinců 
K ekotoxikologickým testům je třeba získat generaci žížal o stejné váze i věku. Proto je 
nutné začít kultivaci s kokony. Žížaly se mohou použít do testů až v dospělosti (plně vyvinutý 
opasek), což znamená 2 až 12 měsíců po vylíhnutí [34]. 
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2.4 Test únikového chování se žížalami ISO 17512-1 
Test únikového chování byl poprvé představen před více než deseti lety. Je založen 
na skutečnosti, že organismy disponují chemoreceptory citlivými k působení některých 
environmentálních polutantů. Jedná se o rychlý způsob testování, který odráží biologickou 
dostupnost kontaminantu v půdách. Jako testovací organismus lze použít druh Eisenia foetida 
a Eisenia andrei. 
Princip tohoto testu spočívá v tom, že určitý počet dospělých jedinců je ve stejném čase 
vystaven působení kontrolní a testované přírodní půdě nebo půdě, která byla testovanou 
látkou v laboratoři kontaminována. Obě dvě půdy jsou přitom obsaženy v jedné testovací 
nádobě. Délka testu se liší v závislosti na použitém organismu od několika hodin do několika 
dní (nejčastěji však tento test trvá 48 hodin). Vzhledem k tomu, že jde o test, který trvá 
relativně krátkou dobu, není organismům v jeho průběhu podávána žádná potrava. 
Existují dvě možnosti provedení v závislosti na použité testovací nádobě. První možností 
je dvoukomorový systém a tou druhou vícekomorový systém [7, 25, 35, 36]. 
2.4.1 Dvoukomorový systém 
V případě dvoukomorového systému je jeden oddíl v plastové nádobce naplněn ovlhčenou 
nekontaminovanou kontrolní půdou do výšky několika cm. Po separaci tohoto oddílu 
přepážkou je druhý oddíl naplněn ovlhčenou kontaminovanou půdou. Následně je odejmuta 
přepážka (migrace může bez problémů probíhat mezi oběma substráty) a do mezírky mezi obě 
půdní varianty je nasazen určitý počet dospělých žížal (většinou deset). Další možností je 
nasazení žížal přímo na testovaný substrát nebo na oba substráty. Po vstupu organismů 
do půdy, se nádobka označí a uzavře víčkem s otvory, které umožňují dostatečné 
provzdušnění. Testovací nádoby jsou po zavrtání všech jedinců do půdy umístěny 
do termostatu nebo klimatizované místnosti se stálým světelným a teplotním režimem. 
Po ukončení testu jsou půdy opět odděleny přepážkou a v každé testované půdě se spočítá 
a zaznamená počet jedinců. Pokud se jedinec při vyhodnocování nachází zároveň na obou 
půdních variantách, tak se má za to, že se organismus vyskytuje na té polovině, na které má 
umístěnou přední část těla. Při testování efektu konkrétní chemikálie se přichystá 
koncentrační řada látky, která je aplikována do půdy. Většinou se připravuje 5 opakování 
pro každou testovanou koncentraci (počet replik se ale může studii od studie pohybovat 
v rozmezí od 3 do 10 ) [25, 35]. 
2.4.2 Vícekomorový systém 
U vícekomorového systému se většinou jedná o kruhovou nádobku (28 cm průměr, 10 cm 
výška) se 6 komůrkami napojenými na centrální komůrku (průměr 6,5 cm). Deset dospělých 
žížal je vloženo do centrální startovací komůrky, ve které není žádná půda. Díky negativní 
fototaxi se žížaly na světle rychle (5 minut) rozlezou do okolní půdy. Po zavrtání všech 
jedinců v komůrkách se uzavře centrální startovací komora dřevěnou zátkou. Stěny spojující 
centrální komůrku s obvodem celé nádobky jsou proděravěné několika dírkami, aby mohly 
organismy migrovat mezi jednotlivými sekcemi. A proto je pohyb žížal možný pouze mezi 
testovanými substráty. Pro zabránění úniku žížal je nádoba přikryta plastovým víkem. 
Po dvoudenní expozici jsou komůrky odděleny tenkou plastovou přepážkou, která 
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znemožňuje další migraci mezi oddíly. Počet jedinců v každé komůrce je zjišťován odebráním 
půdy a spočítáním přítomných jedinců. Při použití vícekomorového systému je možné zvolit 
různou testovací předlohu. Kontaminovanou půdu lze umístit na přeskáčku například 
do komůrky 1, 3 a 5 s kontrolní půdou v komůrkách 2, 4 a 6. Při testování jedné koncentrace 
se doporučuje použít 5 opakování. Pokud se testuje více koncentrací, je třeba použít nejméně 
2 opakování pro každou koncentraci [25, 35].  
Hodnotí se preference (atraktivnost) testované půdy v porovnání s půdou kontrolní, resp. 
následný únik z ní. Tento efekt se nazývá subletální, neboť nezpůsobuje mortalitu přímo 
(akutně), ale sekundárně (organismy zahynou např. hladem kvůli dezorientaci). Mrtví jedinci 
nejsou hodnoceni, resp. jsou považováni za organismy prchající z testované půdní varianty 
do půdy čisté [25, 36]. 
2.5 Bioakumulace látek v máloštětinatcích OECD 317 
Tento test trvá 42 dní a skládá se ze dvou fází. První fáze testu je expoziční a trvá 21 dní. 
Během ní jsou žížaly vystaveny působení testované látky. Před zahájením testu musí být 
žížaly omyty, osušeny, zváženy, ponechány 24 hodin na Pertiho miskách, aby došlo vytrávení 
pozřené potravy a opět omyty, osušeny a zváženy. Hodnotí se pouze látka naakumulovaná 
ve tkáních. Současně s testem probíhá i kontrolní stanovení, kde jsou žížaly vystaveny vzorku 
o stejných podmínkách, ale bez testované látky. Druhá fáze se nazývá eliminační a trvá taktéž 
21 dní. Žížaly jsou před zahájením opět omyty, osušeny a zváženy, ponechány vytrávit a po 
vyprázdnění střevního obsahu znovu omyty, osušeny, zváženy a převedeny do půdy bez 
testované látky. Během testů je každých 7 dní doplňován úbytek vody v testovací nádobě 
a žížalám je dodávána potrava v podobě koňského hnoje. Po ukončení testu jsou žížaly 
ošetřeny stejným způsobem jako na začátku a poté zamraženy. 
Při testování se doporučuje použít alespoň 6 opakování, z toho je vhodné analyzovat 
3 opakování po fázi expoziční a 3 po ukončení fáze eliminační. Současně s žížalami je 
z každé testovací nádoby odebrán i vzorek půdy. Test je platný, pokud je mortalita 
u kontrolních vzorků menší než 10 % a úbytek váhy menší než 20 %. 
Při posuzování schopnosti bioakumulace organické látky v žížalách (Lumbricidae) jsou 
využívány především dvě základní metodiky stanovení. První metodika využívá extrakční 
techniky. Při stanovování bioakumulace látky v organismu je nutné určit koncentraci dané 
látky jak v něm, tak v testované matrici. Nejprve je tedy testovaná látka extrahována z žížal 
a z půdy a následně je stanovená pomocí vhodné koncové analýzy. 
Extrakce může být prováděna mnoha způsoby. Je to nejdůležitější a nejobtížnější krok 
celého procesu. Vzhledem k charakteru testované látky se mění způsob a délka extrakce, 
extrakční činidlo atd. 
Druhou metodikou je pak radioaktivní značení testované látky a následná detekce 
radioaktivně značeného prvku (především C) [28, 37]. 
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2.5.1 Bioakumulace polutantů žížalami v půdě 
Biotická složka je nedílnou součástí půdy. Největší skupinu tvoří mikroorganismy a hned 
po nich následují bezobratlí, kteří jsou důležitým prvkem potravních řetězců. To je hlavním 
důvodem, proč jsou vhodnými organismy pro studium bioakumulace látek v organismech 
půdního prostředí. Nejčastěji využívaným organismem jsou žížaly (Lumbricus) a to díky své 
hojnosti, nezastupitelnosti a faktu, že tvoří důležitou složku suchozemských ekosystémů [38]. 
2.5.1.1 Základní pojmy 
Biokoncentrace 
Je proces, během kterého dochází k akumulaci chemické látky přímo ze zevního prostředí 
do živého organizmu, jako výsledek simultánního příjmu a vylučování. Biokoncentrační 
faktor (BFC) je poměr koncentrace toxikantu v organismu ke koncentraci vnějšího prostředí 
ve kterém organismus žije [5, 6, 38, 39]. 
 ??? ? ???????????????????????????????????? ? ??????????, (2) 
 
Bioobohacovaní 
Jde o vzrůst koncentrace látky v organismu jako výsledek konzumace kontaminované 
potravy. Tkáňová koncentrace látky pak vzrůstá s trofickou úrovní. Bioobohacovací faktor 
(BMF) je poměr koncentrace toxikantu v organismu ke koncentraci v potravě [5, 6]. 
 ??? ? ???????????????????????????????????? ? ????????, (3) 
 
Bioakumulace 
Bioakumulace je vzrůst koncentrace látky v organismu jako výsledek všech drah přijmu 
(potrava a difúze z prostředí) a eliminace látky. Pokud dojde k rovnovážnému stavu mezi 
koncentrací v organismu a v prostředí a mezi koncentrací v potravě a v prostředí, může být 
stupeň bioakumulace vyjádřen pomocí bioakumulačního faktoru (BAF), což je poměr 
koncentrace toxikantu v organismu ke koncentraci v prostředí [5, 6, 38, 39]. 
 ??? ? ??????????? ? ??????????, (4) 
 
Bioakumulace látek v organismech je důležitým faktorem při sledování toxických účinků 
chemických látek v prostředí, protože dochází ke zvyšování koncentrace xenobiotik 
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s trofickou úrovní organismů v rámci potravních řetězců. Látka vykazuje bioakumulaci, 
jestliže bioakumulačni faktor (BAF – bioaccumulation factor) je vyšší než 500 nebo jestliže 
rozdělovací koeficient n-oktanol – voda tj. log Kow je vyšší než 4. Viz graf 1 [40]. 
 
 
Graf 1: Korelace mezi log Kow a log BAF [40] 
 
Rozdělovací koeficient n-oktanol – voda (Kow) 
Rozdělovací koeficient n-oktanol – voda je definován jako poměr rovnovážných 
koncentrací rozpuštěné látky ve dvoufázovém systému dvou omezeně mísitelných 
rozpouštědel (n-oktanol a voda).  
wow CCK /0= , (5) 
Co … koncentrace látky v n-oktanolu (μg ×ml
-1). 
Cw… koncentrace látky ve vodě (μg ×ml
-1). 
 
Používá se k odhadu lipofility látky. Látky s nízkou hodnotou Kow jsou dobře rozpustné ve 
vodě, z toho plyne, že nemají tendenci k bioakumulaci [41]. 
2.5.2 Biodostupnost kontaminantů v půdním prostředí 
Polutanty mohou být transportovány v té složce životního prostředí, do které byly primárně 
emitovány, mohou být transportovány přes rozhraní do dalších složek prostředí a také mohou 
být chemicky, fotochemicky nebo biologicky transformovány během jejich transportu 
a to může vést ke vzniku sekundárního znečištění. Kontaminanty jsou schopny kumulovat 
se v abiotických složkách prostředí i v živých organismech [42]. 
V půdě mohou být kontaminanty nerovnoměrně distribuovány, transformovány, 
adsorbovány nebo mohou být ovlivněny půdními vymývacími mechanizmy. Touto cestou 
dochází potom ke kontaminaci podzemních vod. Obecně platí, že polární látky vzhledem 
k obsahu vody v půdě jsou v půdním prostředí mobilnější. Organické hydrofobní látky mají 
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spíše tendenci pevně se vázat. Takto vázané se stávají nedostupnými pro organismy. 
Vyskytují se absorbovány nebo adsorbovány jak v pevné, tak v tekuté formě. Při změně 
fyzikálně-chemických podmínek prostředí může dojít k uvolnění některých typů vazeb 
a následnému transportu v rozpuštěné formě. U jiných druhů je zase vazba na půdní částici 
natolik pevná, že transport kontaminantů je úzce spjat pouze s jejím pohybem v prostředí. 
Pohyb polutantů v půdě zahrnuje dva základní mechanismy. Prvním mechanismem je difúze. 
Jde o pohyb po koncentračním spádu, který nevyžaduje žádný tok média. Tento způsob 
transportu je velmi pomalý a závisí na velikosti částic. Čím je částice menší, tím se pohybuje 
rychleji. Rychlejším způsobem pohybu je transport vodou způsobený gravitační silou. Na 
základě toku média se částice pohybují prouděním. Propustnost půdní matrice určuje velikost 
jejich pórů. Pomalejším procesem podobným proudění je tzv. disperze (zprostředkovaný 
transport). Kontaminanty se pohybují sorbované na koloidních částicích. Tento pohyb je 
rychlejší než u volně rozpuštěných látek a závisí na pH, iontové síle, velikosti pórů a složení 
půdy [42, 43]. 
Hlavním faktorem určujícím riziko projevu negativních vlastností kontaminantů v půdách 
a sedimentech je biodostupnost. Nízká biodostupnost snižuje toxické účinky látek uložených 
v pevné matrici, ale na druhou stranu je překážkou pro rychlou a účinnou biodegradaci. Tento 
jev způsobuje především adsorpce a vytváření pevných chemických vazeb s půdní matricí. 
Biodostupnost látky závisí na fyzikálně-chemických vlastnostech půdy a na vlastnostech látky 
samotné a také na schopnosti příjmu konkrétním testovacím organismem. Může být chápána 
jako míra potenciálu chemické látky pro vstup do biologického receptoru. Chemická 
dostupnost látek v půdě má velký vliv na příjem a následný efekt na půdní organismy. Příjem 
xenobiotika může být v korelaci s celkovým obsahem látky v půdě, avšak pouze část tohoto 
celkového obsahu je v dostupné formě [6, 9, 43].  
2.6 Léčiva v životním prostředí 
Jako léčiva se označují léčivé látky nebo jejich směsi anebo léčivé přípravky, které jsou 
určeny k účelnému podání lidem nebo zvířatům. Jsou to látky, které slouží k léčbě, zmírnění, 
prevenci, případně diagnóze choroby. Tento pojem také zahrnuje farmaceutické suroviny, 
meziprodukty a přísady používané k výrobě léků. Za léčiva se nepovažují potraviny a krmiva, 
kosmetické přípravky, přípravky na ochranu rostlin, laboratorní diagnostika, dezinfekční 
a dezinsekční přípravky (pokud nejsou určeny k ošetření lidského nebo zvířecího organismu).  
V České republice definuje Zákon o léčivech (č. 378/2007 Sb.) léčivé látky a léčivé 
přípravky, pro které pak používá souhrnný pojem léčiva [44]. 
Léčiva jsou člověkem využívány od nepaměti. Počátky farmacie se datují již kolem 
5. století před naším letopočtem. V této době se však jednalo spíše o využívání různých látek 
rostlinného a živočišného původu. Používání léčiv procházelo různými stupni vývoje úzce 
spjatými především se znalostmi v současné chemii. Nejmarkantnější rozmach přišel 
po 2. světové válce a ve spojení s vědeckotechnickou revolucí trvá dodnes. Účinné látky 
se vyrábějí průmyslově, dochází k jejich rozsáhlému užívání (často i nadužívání) a zákonitě se 
tak musí projevit jejich výskyt v životním prostředí [45].  
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Nejdůležitějšími a tedy nejvíce sledovanými a detekovanými skupinami léčiv moderní 
medicíny jsou antibiotika, analgetika, anestetika, cytostatika, imunosupresivní léky 
a hormony. Aktivní látky po užití léku nebývají vždy organismem kompletně eliminovány, 
a tak se vylučováním močí nebo stolicí dostávají do životního prostředí jako směs metabolitů 
nebo nezměněných látek. Ty potom procházejí v životním prostředí cyklem, který je rozdílný 
pro humánní a veterinární léčiva. Zde může, nebo také nemusí docházet k jejich eliminaci. 
Takto mohou léčiva v životním prostředí setrvávat a ovlivňovat složky přírodních 
ekosystémů. Proto je těmto látkám jako potenciálním polutantům věnována stále se zvyšující 
pozornost. Léčiva lze na základě jejich odolnosti vůči životnímu prostředí rozdělit do tří 
skupin:  
· látky lehce odbouratelné (např. kyselina acetylsalicylová) 
· látky stálé a hydrofilní (např. bezafibrát)  
· látky stálé a lipofilní (např. ofloxacin) [45, 46]. 
Obecně platí, že o zařazení látky do jedné ze skupin rozhoduje souhrn jejích fyzikálně-
chemických vlastností. Nejdůležitějšími vlastnostmi jsou rozpustnost, Kow (rozdělovací 
koeficient n-oktanol – voda), pKa (disociační konstanta) a KH (Henryho konstanta). Hlavním 
problémem ovšem zůstává, že u mnoha látek tyto parametry nejsou známy. Při odhadu 
do které skupiny daná látka patří se nelze řídit ani zařazením do skupin ATC 
(tzv. anatomicko-terapeuticko-chemická klasifikace), protože stejný léčebný účinek mohou 
mít i dvě chemicky naprosto odlišné sloučeniny.  
Z hlediska nepříznivých účinků na složky životního prostředí jsou nejnebezpečnější látky 
zařazené do poslední skupiny. U nich může dojít až k začlenění do potravních řetězců.  
Speciální podskupinou léčiv jsou tzv. EDC (z angl. Endocrine disrupting compounds). 
Jedná se o xenobiotika, která imitují přirozené hormony nebo s nimi soutěží o vazebná místa. 
Patří sem estrogeny nebo sloučeniny s estrogenní aktivitou. Druhou podskupinou léčiv jsou 
tzv. ICM (z angl. Iodinated X-ray contrast media), která se používají jako kontrastní látky při 
rentgenovém vyšetření. Tyto látky jsou vysoce odolné vůči všem čistírenským procesům [45].  
2.6.1 Cyklus léčiv v životním prostředí 
Distribuce farmak do životního prostředí se poněkud liší v porovnání s tradičními 
polutanty. Primárním zdrojem odpadních léčiv a jejich metabolitů je humánní a veterinární 
lékařství. Za další významný zdroj jsou považovány léčiva s prošlou dobou trvanlivosti, které 
se do koloběhu dostávají formou průsaku ze skládek. Mezi další zdroje lze zařadit 







2.6.1.1 Cyklus humánních léčiv 
 
 
Obrázek 4: Cyklus humánních léčiv v životním prostředí, upraveno podle [67] 
 
Hlavní cesta léčiva od člověka do životního prostředí vede přes exkrementy (moč, stolice) 
do odpadních vod. Cyklus pokračuje jeho vstupem na čistírnu odpadních vod (ČOV). Zde 
však dochází pouze k částečné eliminaci léčiv. Rezidua léčiv se potom objevují ve vyčištěné 
odpadní vodě a v čistírenském kalu. 
Právě léčiva lipofilní povahy nebo jejich metabolity bývají zadrženy v čistírenském kalu. 
V případě aplikace kalů na zemědělsky obhospodařované půdy jako hnojiva se stávají 
zdrojem kontaminace půdy léčivy. V půdě mohou přítomná léčiva zapříčinit vznik 
rezistentních druhů mikroorganismů nebo naopak zánik populací, které mají v ekosystému 
nezastupitelné místo v degradačních procesech. Dále mohou být dešti spláchnuta 
do povrchových vod nebo prosakovat do podzemních vod, případně se vyluhovat do blízkého 
toku a negativně působit na organismy vodního ekosystému. Cyklus humánních léčiv 
v životním prostředí znázorňuje obrázek 4. 
U skupin perzistentních léčiv silně polární povahy nedochází k vazbě na pevné částice. 
Tato léčiva nebo jejich metabolity nejsou odstraněny žádným procesem na ČOV. Proto 
snadno pronikají do vodního ekosystému, kde mohou působit toxicky na vodní organismy 
[45, 46, 47]. 
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2.6.1.2 Cyklus veterinárních léčiv 
 
Obrázek 5: Cyklus veterinárních léčiv v životním prostředí, upraveno podle [67] 
 
Veterinární léčiva lze rozdělit na léčiva podporující růst hospodářských zvířat, 
kokcidiostatika pro drůbež, léčiva pro léčbu hospodářských zvířat na polích a na přídavky 
do krmiv na rybích farmách. 
Léky podávané zvířatům jsou v organismu metabolizovány. Léčiva a jejich metabolity jsou 
z organismu vyloučeny především prostřednictvím exkrementů. Většina reziduí veterinárních 
léčiv se proto nachází v hnoji a močůvce. Odtud se dostávají na zemědělskou půdu. Na poli 
dochází také ke kontaminaci půdy přímo, močí a výkaly od pasoucích se zvířat. Zde může 
dojít k negativnímu vlivu na mikroorganismy nebo jiné prospěšné organismy a půdní procesy 
zprostředkované právě těmito organismy. Veterinární léčiva a jejich metabolity mohou být 
spláchnuta do povrchových vod nebo prosakovat do podzemní vody a narušit citlivý vodní 
ekosystém (viz obrázek 5).  
Léčiva jsou hojně používána při chovu ryb, zejména se jedná o tetracykliny, sulfonamidy 
a chloramfenikol. Mnoho metod léčby ryb je založeno na přídavku antibiotik 
a chemoterapeutik s krmivem přímo do vody. Léčiva a jejich metabolity se tak dostávají 
do vody jednak prostřednictvím exkrementů ryb přímo s nespotřebovanou potravou. Mohou 
takto klesnout až na dno, kde potom dochází k akumulaci a následnému negativnímu 
ovlivnění vodních organismů [45, 46, 47, 48].  
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2.6.2 Lékové skupiny 
Podle svých účinků se léčivé přípravky upravené do vhodné formy podávají cíleně pouze 
k danému účelu, který je podmíněn vlastnostmi v nich obsažených léčiv [44]. V tabulce 1 jsou 
uvedeny nejčastěji používané lékové skupiny.  
Tabulka 1: Lékové skupiny, upraveno podle [67]  
Lékové skupiny 
Analgetika Antihistaminika Bronchodilatancia Imunosupresiva 
Anestetika Antihypertenziva Cytostatika Imunostimulancia 
Antacida Antikoagulancia Dermatologika Kortikoidy 
Antiagregancia Antimigrenika Diuretika Laxativa 
Antianemika Antimykotika Expektorancia Myorelaxancia 
Antiarytmika Antiparkinsontika Fybrinolytika Neuroleptika 
Antiastmatika Antipsychotika Fytofarmaka Nootropika 
Antibiotika Antirevmatika Hepatika Oftalmologika 
Antidepresiva Antiseptika Hepatoprotektiva Orální kontraceptiva 
Antidiabetika Antithyroidní látky Homeopatika Psychofarmaka 
Antidiarhoika Antitusika Hypnotika Trombolytika 
Antiemetika Antiulceróza Hypotenziva Sedativa 
Antiepileptika Antivertiginóza Cholagoga Spasmolytika 
Antiflogistika Antivirotika Cholekinetika Venofarmaka 
Antihemoroidalia Anxiolytika Choleretika Vazodilatancia 
 
2.6.2.1 Antibiotika a antimikrobní chemoterapeutika 
Antibiotika a antimikrobní chemoterapeutika jsou nejvýznamnější, nejpoužívanější 
a nejdůležitější skupinou léčiv. Jsou to synteticky připravené, ale i přírodní látky produkované 
mikroorganismy, plísněmi, rostlinami či živočichy, které inhibují růst a s ním spojené 
množení mikroorganismů (bakteriostatické), nebo je usmrcují (baktericidní). Většinou 
se jedná o látky účinné proti bakteriím a plísním, avšak některé mohou efektivně působit 
i proti hlísticím a prvokům. Termín antibiotika se užívá pro antimikrobní látky přírodního 
původu. Synteticky připravené antimikrobní látky se označují jako chemoterapeutika. 
V dnešní době je známo přes 6 000 látek s antibiotickým účinkem, ale jen asi 70 z nich 
našlo uplatnění v humánní a veterinární medicíně, ostatní mají příliš výrazné nežádoucí 
účinky. V životním prostředí se především sledují, a to z důvodu nízké biodegradability, 
skupiny antibiotik a chemoterapeutik: chinolony, nitroimidazoly, sulfonamidy, beta-
laktamová antibiotika aj. [49, 50, 51, 52, 54]. 
Z hlediska množství antibiotik a chemoterapeutik, která jsou předepisována pro léčbu lidí 
a hospodářských zvířat, a následně mohou vstupovat do jednotlivých složek ekosystémů, jsem 




Sulfonamidy patří k prvním významným klinicky používaným antimikrobním látkám. 
V roce 1932 bylo v Německu Klarerem a Mietzschem syntetizováno červené barvivo 
prontosil. V roce 1935 bylo Domagkem potvrzeno, že in vivo je pronotsil aktivní proti 
infekcím, vyvolaným hemolytickými streptokoky i proti jiným infekcím. Tento účinek byl 
v organismu podmíněn konverzí prontosilu na sulfanilamid, který je vlastní aktivní 
látkou [52]. 
Od té doby byla sulfonamidová molekula chemicky modifikována připojováním mnoha 
různých radikálů (viz obrázek 6) a vzrůstal počet aktivních sloučenin. Od období svého 
objevení do současnosti bylo na farmaceutickém trhu k dispozici přinejmenším 
150 rozdílných sulfonamidů, jejichž modifikace byly prováděny s cílem dosáhnout vyšší 
antibakteriální aktivity, širšího antibakteriálního spektra, vyšší rozpustnosti, nebo delšího 
trvání účinku.  
Používání sulfonamidů v posledních letech klesalo. Pokles byl způsoben vznikem 
rezistence mikroorganismů vůči těmto látkám a objevem účinnějších chemoterapeutik. Ovšem 
synergistické (zesílení terapeutického účinku) působení s diaminopyrimidinovými deriváty 
(trimethoprim), vyvolalo enormní a všudypřítomné znovupoužívaní sulfonamidů při léčbě 
vážných infekčních onemocnění. Dnes sulfonamidy patří mezi široce aplikovaná humánní 
a veterinární chemoterapeutika využívaná pro prevenci i pro léčbu. V Evropské Unii jsou 
pátou nejrozšířenější skupinou veterinárních antibiotik. Tabulka 2 uvádí nejčastěji užívané 
sulfonamidy. V některých zemích jsou dokonce přidávány do krmiv jako promotory růstu. 
Legislativa České republiky využívání léčiv jako promotorů růstu nepovoluje [50, 52, 56]. 
Tabulka 2: Zástupci sulfonamidů 
 Zkratka Sumární vzorec 
Sulfathiazol STZ C9H9N3O2S2 
Sulfapyridin SPY C11H11N3O2S 
Sulfamethazin SMZ C12H14N4O2S 
Sulfamerazin SMR C11H12N4O2S 
Sulfamethoxazol SMX C10H11N3O3S 
Sulfacetamid SSA C8H10N2O3S 
Sulfadiazin SDI C10H10N4O2S 
 
2.7.1 Základní charakteristika sulfonamidů 
Sulfonamidy jsou deriváty kyseliny paraaminobenzensulfonové a strukturálně jsou blízké 
kyselině paraaminobenzoové. Obsahují benzenové jádro s aminoskupinou (NH2) 
a sulfonamidovou skupinou (SO2NHR). Základním sulfonamidem je sulfanilamid, ze kterého 
různými substitucemi aminoskupiny nebo připojením radikálů R vznikají N-substituované 
deriváty. Tyto změny molekuly dávají vznik sloučeninám s odlišnými fyzikálními, 
chemickými, farmakologickými a antibakteriálními vlastnostmi [50, 52, 54].  
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Sulfonamidy jsou připravovány synteticky. Obecně jsou to bílé, krystalické prášky, bez 
zápachu, ale hořce chutnající. Sulfonamidy se chovají jako slabé organické kyseliny, málo 
rozpustné ve vodě. Dobře rozpustné ve vodě jsou jejich sodné soli. Jsou rozpustnější spíše 
v alkalickém než v kyselém prostředí. Podle pravidla nezávislé solubility není rozpustnost 
sulfamidů ovlivňována přítomností jiných sulfonamidů v roztoku (směsi sulfonamidu se 
používají k zvýšení solubility a snížení toxicity) [52, 54, 56]. 
 
Obrázek 6: Vzorec sulfanilamidu a obecný vzorec sulfonamidu 
2.7.2 Antimikrobiální aktivita 
Sulfonamidy jsou účinné proti grampozitivním kokům, jako jsou pyogenní streptokoky, 
některým grampozitivním bakteriím, případně proti gramnegativním bakteriím, brucelám, 
bordetelám, shigelám, pastorelám, aktinomycetám. Nejsou účinné proti leptospirózám, 
pseudomonádám a mykobakteriím. Bakterie, které jsou rezistentní na jeden sulfonamid, 
bývají rezistentní na všechny látky ze skupiny. [49, 50, 52, 54, 53]. 
2.7.3 Mechanismus účinku 
Mechanismus účinku sulfonamidů je dán podobností jejich chemické struktury s kyselinou 
p-aminobenzoovou a spočívá v kooperativní inhibici, při které je kyselina p-aminobenzoová 
nahrazovaná sulfonamidem a tím je zabráněno tvorbě kyseliny listové. Mikroorganismy, 
na rozdíl od živočišných buněk, kyselinu p-aminobenzoovou potřebují pro syntézu kyseliny 
listové. Při zahájení léčby dochází k přednostnímu obsazování cílových míst sulfonamidy. 
V důsledku toho se zpomaluje syntéza kyseliny hydrolistové.  
Nedostatek derivátů této kyseliny má za následek snížení syntézy purinů a tymidinu, 
nezbytných pro syntézu nukleových kyselin DNA a RNA, což vyvolá bakteriostatický efekt.  
Bakteriostatické působení sulfonamidů postačuje k tomu, aby se obranné síly hostitelského 
organismu stačily vyrovnat s nemnožícími se bakteriemi. Mikroorganismy, které samy 
kyselinu listovou nesyntetizují, nýbrž ji jen jako hotovou přijímají, nemohou být 
sulfonamidem v růstu tlumeny, takže jsou vůči jeho působení rezistentní. Sulfonamidy 




Obrázek 7: Vzorec kyseliny p-aminobenzoové (PABA) 
2.7.4 Farmakokinetika  
Většina sulfonamidů se podává perorálně. Sulfonamidy jsou  resorbovány ze žaludku (více 
než 70 %) a z tenkého střeva a následně rychle distribuovány do tkání a tělesných tekutin 
(včetně centrálního nervového systému a mozkomíšního moku), placenty a plodu. Nízké 
koncentrace bývají ve žluči a mateřském mléce. Maximální koncentrace v séru je dosažena již 
po 2 – 6 hodinách, v rozsahu kolísajícím od 20 – 90 %. V různém rozsahu jsou také 
acetylovány nebo inaktivovány jinými metabolickými pochody. Stupeň acetylace je závislý 
na struktuře sulfonamidu a je mezidruhově rozdílný. Neúčinný acetylsulfonamid je toxičtější 
než samotný sulfonamid. Z organismu se převážně eliminují močí (60 – 90 %), zbytek 
odchází stolicí. Vylučují se částečně v nezměněné formě a částečně také ve formě metabolitů. 
Nerozpustné sulfonamidy se vylučují z velké části stolicí [52, 54, 55, 56]. 
2.8 Obecná charakteristika použitých metod izolace a stanovení sulfonamidů  
2.8.1 Preanalytická příprava vzorku (extrakce) 
Stanovení jedné složky ve vzorku obvykle není možné provést přímo převedením vzorku 
do roztoku. Před vlastní analýzou je nutné oddělit stanovanou složku nebo oddělit složky, 
které stanovení ruší. K tomuto účelu slouží extrakce. 
Extrakci lze z pohledu fyzikální chemie chápat jako přechod složky fázovým rozhraním 
mezi dvěma vzájemně nemísitelnými kapalinami. Obecně platí, že čím větší je rozdíl mezi 
rozdělovacími koeficienty látek, tím dokonalejšího oddělení lze dosáhnout [57, 58, 59]. 
Rozdělení dle skupenství fází, mezi kterými přechází sledovaná složka: 
· Extrakce z pevné fáze do kapaliny – sledovaná látka z pevné matrice se rozpouští 
ve vhodném rozpouštědle, ostatní složky ne. Často je využívána právě 
při zpracování analytických vzorků. 
· Extrakce z kapaliny do kapaliny – je založená na rozdělovací rovnováze v soustavě 
dvou nemísitelných kapalin. Složka přechází do toho rozpouštědla, ve kterém 
je více rozpustná. 
· Extrakce z kapaliny na pevnou fázi – pevná fáze selektivně zachycuje požadované 
složky [57, 58]. 
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V extraktu izolovaném ze vzorku se může nacházet celá řada dalších sloučenin, které 
mohou rušit nebo zcela znemožnit další analýzu. K odstranění nežádoucích látek se používají 
další extrakční postupy a metody přečištění (např. sloupcová chromatografie) [57, 58, 59]. 
2.8.1.1 Extrakce podporovaná tlakem (PSE) 
Extrakce podporovaná tlakem (z angl. Pressurized Solvent Extrakction – PSE) neboli 
vysokotlaká extrakce rozpouštědlem je moderní způsob sloužící k rychlému a efektivnímu 
oddělení analytu z pevného vzorku, který kombinuje zvýšenou teplotu a tlak ve spojení 
s kapalnými rozpouštědly. 
Zvýšená teplota (50 – 200 °C), podporuje rozpustnost analytů v rozpouštědle (rozpustnost 
analytů se zvyšuje úměrně s rostoucí teplotou). Zvýšený tlak (4 – 20 MPa) potom udržuje 
rozpouštědlo v kapalném stavu a současně jej zatlačuje do pórů matrice vzorku. Pro efektivní 
extrakci musí být tuhá matrice v suchém stavu a ve formě malých částic, aby byla zajištěna 
dostatečně velká účinná plocha pro styk rozpouštědla s matricí. Výhodou PSE v porovnání 
např. s klasickou Soxhletovou extrakcí je rychlost, nižší spotřeba rozpouštědla a z toho 
vyplývající finanční úspora. Další metody extrakce podporované tlakem jsou: zrychlená 
extrakce rozpouštědlem (ASE), fluidní extrakce podporovaná tlakem (PFE), kapalinová 
extrakce podporovaná tlakem (PLE), subkritická extrakce rozpouštědlem (SSE) atd.[58, 60]. 
 
Obrázek 8:Schéma základního typu PSE systému, upraveno podle [60] 
PSE extrakce je relativně nenáročná, dobře reprodukovatelná metoda. Vzorek smíchaný 
s hydromatrix se převede do extrakční ocelové patrony. Ta je poté umístěna do extrakční cely 
přístroje. Následně dojde k načerpání rozpouštědla nebo směsi rozpouštědel ke vzorku. 
Vzorek s rozpouštědlem se zahřeje na zadanou extrakční teplotu. Doporučená teplota je 
teplota varu rozpouštědla zvýšená o 50 %. Po dosažení nastavené extrakční teploty dojde ke 
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zvýšení tlaku a začne probíhat samotná extrakce. Extrakt je vypuštěn do sběrné vialky. Celý 
cyklus lze několikrát opakovat. Na jeho konci dochází k proplachu vzorku tekutým dusíkem. 
Výsledný extrakt se často zahušťuje a převádí do rozpouštědla potřebného pro analytickou 
koncovku. Schéma extraktoru PSE je znázorněno na obrázku 8 [57, 58, 60]. 
2.8.1.2 Extrakce tuhou fázi (SPE) 
Extrakce na tuhou neboli pevnou fázi (z ang. Solid Phase Extraction – SPE) je jednou 
z nejvýkonnějších technik dostupných pro rychlou a selektivní přípravu vzorku. SPE 
je založena na rovnovážné distribuci analytu mezi kapalnou a tuhou fází, přičemž rovnováha 
je posunuta ve prospěch tuhé fáze. Tato extrakce využívá chemických vlastností molekul, 
které se v důsledku mezimolekulových interakcí zachycují na sorbentu. Výhodami SPE jsou 
především dobrá selektivita, úspora finančně náročných rozpouštědel, možnost automatizace 
a přímé návaznosti na další instrumentální metody. Jedná se o univerzální metodu vhodnou 
pro přečištění vzorku (odstranění balastních látek), pro zkoncentrování stopových množství 
analytů, nebo pro převedení vzorku z jedné matrice do druhé. Extrakce na tuhou fázi 
je nejčastěji využívaná při zpracování kapalných středně těkavých a netěkavých vzorků 
[57, 59, 61]. Extrakce tuhou fází je jednou z nejvhodnějších metod pro izolaci 
sulfonamidů [62]. 
Proces extrakce SPE se skládá z 5 kroků (viz obrázek 9). 
  




· Kondicionace (předúprava kolonky) – sorbent na bázi silikagelu s navázanými 
nepolárními řetězci má hydrofobní vlastnosti, proto musí být pro sorbci 
sledovaného analytu z matrice aktivován. K aktivaci se využívají organická 
rozpouštědla, nejčastěji methanol. Přebytek použitého rozpouštědla je následně 
odstraněn propláchnutím kolonky rozpouštědlem podobným matrici. Tím 
je připraveno vhodné prostředí pro nanesení vzorku. 
· Nanesení vzorku – vzorek se nanese na kolonku a nechá se protékat (ideálně 
1 kapka za sekundu). Dochází zde ke specifické reakci analytu se sorbentem. 
Analyt se sorbuje a matrice (nesorbované látky) prochází volně kolonkou 
do odpadní nádoby. 
· Promývání sorbentu – použitím vhodného rozpouštědla dochází k vymývání 
zbytků matrice, interferujících látek a nečistot. Analyt zůstává pevně sorbován 
na tuhé fázi. 
· Sušení – za předpokladu, že se eluční rozpouštědlo výrazně liší od promývacího 
roztoku, je třeba kolonku vysušit proudem inertního plynu, nejčastěji dusíku. 
· Eluce – poslední krok extrakce, dochází zde k znovuzískání analytu z kolonky. 
Provádí se promytím kolonky elučním rozpouštědlem, přičemž dochází k selektivní 
desorpci analytu z pevné fáze a k jeho vymytí z kolonky. Eluát je jímán do vialek 
a dále se upravuje podle potřeby pro další analýzu. 
Průtok vzorku vedeného přes kolonku je možné urychlit dvěma metodami, a to přetlakem 
na vstupu (čerpadlem, injekční stříkačkou) nebo podtlakem na výstupu (připojeným vakuem) 
[57, 58, 61]. 
2.8.1.3 Extrakce ultrazvukem (Sonifikace) 
Sonifikace se využívá zejména pro podporu extrakce organických a anorganických látek, 
homogenizaci environmentálních a biologických matric, dále při rozpouštění a derivatizaci. 
Extrakce ultrazvukem se také využívá při přípravě a čištění použitého laboratorního skla. 
Účinek extrakčního činidla na povrch pevné látky je velmi silný, z toho důvodu je sonifikace 
často využívanou extrakční metodou. Ultrazvuková extrakce je jednoduchá, relativně rychlá, 
levná a v mnoha případech stejně účinná alternativa běžných extrakčních metod. Frekvence 
ultrazvuku se pohybuje v rozmezí 1 – 16 kHz. Zvukové vlny jsou vlastně mechanické vibrace, 
které ke svému přenosu potřebují hmotu. Pevná látka při průchodu této vibrace vyvolá 
proudění v kapalině, přičemž proudy naráží do pevné látky a umožňují tím průnik 
rozpouštědla do vzorku. V praxi se nejčastěji využívá ultrazvuková vodní lázeň. Méně 
využívaná je potom ultrazvuková sonda, která se do vzorku naopak zasouvá [58]. 
2.8.2 Vlastní analytické stanovení 
Pro analýzu léčiv se v současnosti nejvíce používají vysoce vyvinuté a citlivé 
chromatografické metody. Mimo klasické kapalinové chromatografie (LC) a plynové 
chromatografie (GC) se také velmi začíná rozšiřovat nová HPLC (vysokoúčinná kapalinová 
chromatografie) technologie nazývaná UPLC (nebo UHPLC – ultraúčinná kapalinová 
chromatografie, z angl. Ultra Performance Liquid Chromatogramy). Další hojně využívanou 
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metodou jsou elektromigrační techniky [63]. Pro účely této diplomové práce byla použita 
vysokoúčinná kapalinová chromatografie ve spojení s hmotnostní spektrometrií. 
2.8.2.1 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 
Chromatografické metody patří do skupiny separačních metod, které jsou založeny 
na rozdílné distribuci dělených látek ve směsi mezi dvě různé nemísitelné fáze: mobilní 
(pohyblivou) a stacionární (nepohyblivou). V kapalinové chromatografii je mobilní fází 
kapalina a stacionární fází může být buď pevná látka, nebo kapalina ukotvená na tuhém 
nosiči. Kapalinová chromatografie je používána k separaci směsí látek, které jsou netěkavé, 
případně málo těkavé a termicky labilní. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie dosahuje 
vysoké účinnosti separačního procesu a rychlosti tím, že jsou použity kolony plněné částicemi 
o malé a dobře definované velikosti. Separační kolony pro HPLC se vyznačují vysokou 
hustotou a homogenitou náplně, a proto i velkým hydrodynamickým odporem. Pro účinnou 
separaci je nezbytné pracovat při vysokém tlaku v řádu až desítek MPa [57, 61, 64, 65]. 
Instrumentace v HPLC 
Základní části kapalinového chromatografu jsou uvedeny na obrázku 10. 
 
Obrázek 10: Základní části kapalinového chromatografu, upraveno podle [64] 
 
Zásobníky a odplyňovač mobilní fáze 
Pro účely uchovávání a transportu mobilní fáze jsou na začátku HPLC systému umístěny 
zásobníky mobilní fáze. V nich jsou ponořeny speciální kovové nebo teflonové fritky sloužící 
k zachycení suspendovaných tuhých částic. Mobilní fáze musí být odplyněna, aby 
po uvolnění tlaku na výstupu z kolony nebo ještě v koloně nedocházelo k uvolňování 
bublinek rozpuštěných plynů. Odstranění plynu může být dosaženo probubláváním heliem, 
vakuovým odplyněním nebo použitím ultrazvuku, popř. kombinací těchto metod [57, 61, 64]. 
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Čerpadla mobilní fáze 
Čerpadlo zajišťuje tok mobilní fáze. Pro HPLC analýzu se používají především čerpadla 
s mechanickým pohonem. Podle objemu pístní komory se čerpadla dělí na čerpadlo pístové, 
které zajišťuje bezpulsní průtok dávkované kapaliny a na čerpadlo reciprokační. Jde o 
čerpadlo s malým objemem činné části, proto lze mobilní fázi dávkovat bez přerušení a 
neomezeně dlouho, což je výhodou ve srovnání s pístovým čerpadlem, u kterého je možné 
dávkovat pouze limitovaný objem mobilní fáze. Nevýhodou reciprokačního čerpadla je 
kolísání průtoku s časem vlivem střídání výtlačné a sací fáze. Pulsní chod lze kompenzovat 
použitím čerpadel se dvěma nebo více pístovými hlavami pracujícími s fázovým posunem 
[57, 61, 64, 65]. 
Směšovací zařízení 
Gradientová eluce je často využívána pro dělení směsí, jejichž složky jsou 
charakterizovány širokým rozsahem retenčních konstant. Jednotlivé složky mobilní fáze, 
lze mísit za atmosférického tlaku před vstupem do vysokotlakého čerpadla ve směšovacím 
zařízení. Nebo může být každá složka dávkována vlastním vysokotlakým čerpadlem do malé 
směšovací komůrky před kolonou. Směšování mobilní fáze před vstupem do čerpadla je 
přesnější [57, 61, 64, 65]. 
Dávkování 
Pro dávkování jsou v dnešní době využívány především automatické dávkovače různé 
konstrukce tzv. autosamplery, popř. manuální smyčkové dávkovače na principu 
vysokotlakých přepínacích ventilů. Konstrukce zařízení pro dávkování vzorku na 
chromatografickou kolonu může významně ovlivňovat účinnost separace. Při nedokonalém 
dávkování může docházet k významnému rozšiřování elučních zón. Automatické dávkovače 
umožňují dávkovat automaticky řadu vzorků po sobě bez zásahu obsluhy přístroje. 
Autosamplery jsou spojené se zásobníkem vzorků, ve kterém jsou umístěny vialky uzavřené 
pryžovým septem nebo perforovanou zátkou z polypropylenu, přičemž vnitřní část septa bývá 
ještě pokryta teflonem, který zamezuje přímému kontaktu vzorku s pryžovým septem. 
Dávkování probíhá v několika krocích. Nejprve mobilní fáze protéká dávkovací jednotkou 
na chromatografickou kolonu. Po přepnutí ventilu dojde k naplnění jehly vzorkem 
na požadovaný objem. Po opětovném přepnutí ventilu je proudem mobilní fáze vzorek 
vytlačen na kolonu a jednotka se vrací na počátek procesu. Současně dochází k vyprázdnění 
injekční stříkačky dávkovače do odpadu [57, 61, 64, 65]. 
Kolony 
Výběr kolon má v HPLC rozhodující význam. O jejich účinnosti rozhoduje nejen kvalita 
použitého sorbentu, ale také délka, tvar, materiál, z něhož jsou zhotoveny, spojovací součásti, 
jejich vnitřní povrch a další faktory (plnění kolon, velikost mrtvých objemů v systému atd.). 
Kolona je v podstatě rovná trubice, jejíž plášť je z nerezové oceli, která je vysoce 
antikorozivní, musí odolávat vysokým tlakům, chemickému působení mobilní fáze a její 
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vnitřní povrch musí být dokonale hladký. Náplní kolon jsou částice klasické, pelikulární 
(s filmem polymerní stacionární fáze naneseným na nepropustném anorganickém nosiči), 
povrchově porézní (mohou být pokryté nanesenou nebo chemicky vázanou stacionární fází) 
a mikropartikulární. Obecně lze říct, že čím menší je zrnění sorbetu, tím kratší je kolona, a tím 
vyšších tlaků je pro separaci zapotřebí. Materiály pro plnění kolon jsou většinou založeny 
na anorganické matrici, na níž mohou být chemicky vázané nebo zakotvené různé stacionární 
fáze (např. silikagel, oxid zirkoničitý, pórovité sklo atd.) [57, 61, 64, 65]. 
Detektory 
Detektory jsou v HPLC systému umístěny za chromatografickou kolonou a zaznamenávají 
odezvu signálu analytu, tedy rozdíl v signálu mezi průchodem čisté mobilní fáze a mobilní 
fáze s obsahem analytu [57, 61, 64, 65]. 
Jednotlivé druhy detektorů: 
· Spektrofotometrické detektory  
UV-VIS s pevně nastavenou vlnovou délkou  
UV-VIS s nastavitelnou vlnovou délkou  
UV-VIS detektor diodového pole (DAD)  
· Fluorescenční detektor 
· Refraktometrický detektor  
· Elektrochemický detektor 
· Vodivostní detektor 
· Hmotnostní spektrometr [64] 
UV-VIS detektor diodového pole (DAD) 
Pro analýzu sulfonamidů v této diplomové práci byl použit UV-VIS detektor typu 
diodového pole (DAD – z angl. Diode Array Detector). Tento detektor snímá celé spektrum 
vlnové délky v reálném čase bez přerušení chromatografické separace. Záření, které vychází 
ze zdroje, se po průchodu měrnou celou detektoru spektrálně rozkládá holografickou mřížkou. 
Na každou fotodiodu v diodovém poli potom dopadá zářivý tok o určité vlnové délce, 
zeslabený absorpcí v cele detektoru. Každá fotodioda je spojena s kondenzátorem, který 
se vybije úměrně podle velikosti intenzity dopadajícího zářivého toku. Měří se následně 
proud, který je potřebný na dobití kondenzátoru [61, 64]. 
Hmotnostní spektrometr (MS) 
Spojení hmotnostního detektoru s kapalinovou chromatografií je v současnosti již zcela 
rutinní záležitostí. Hmotnostní spektrometrie je metoda založená na detekci iontů, které 
vznikají ionizací analytu. Po ionizaci dochází k rozdělení iontů podle jejich poměru m/z 
(hmotnost/náboj), a to pomocí hmotnostních analyzátorů, které jsou umístěny za iontovým 
zdrojem. Hmotnostní detektor je univerzální a zároveň vysoce selektivní, citlivý detektor. 
Jednotlivé části hmotnostního spektrometru znázorňuje obrázek 11 [57, 61, 64]. 
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 Obrázek 11: Základní části hmotnostního spektrometru, upraveno podle [68] 
Ionizační techniky 
Pro spojení HPLC/MS mají největší význam tzv. měkké ionizační techniky, tj. ionizace 
elektrosprejem (ESI), chemická ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace 
za atmosférického tlaku (APPI). Ionizaci pomocí ESI je vhodné používat pro středně polární 
až iontové sloučeniny a je vhodná pro systém s obrácenými fázemi, APCI je vhodná 
pro sloučeniny málo až středně polární a APPI je možné použít při analýze nepolárních látek. 
Pro stanovení sulfonamidů se proto hlavně využívá elektrosprej (propojení LC-ESI-MS 
v pozitivním iontovém módu) [57, 61, 66]. 
Elektrosprej 
Při ionizaci elektrosprejem je analyt přiveden po výstupu z chromatografické kolony 
na kovovou kapiláru. Na výstupu z kapiláry vznikají za pomoci zmlžujícího plynu malé 
kapičky, které nesou vlivem vysokého gradientu elektrického pole kladný nebo záporný náboj 
podle polarity vloženého napětí na kapiláru. Odpařováním rozpouštědla dojde ke zvýšení 
hustoty povrchového náboje, a tím ke zmenšení povrchu kapiček. Až při dosažení 
Rayleighova limitu dochází k tzv. Coulombické explozi, tj. rozpadu na ještě menší kapičky 
s rozdělením původních nábojů. Rayleighův limit je stav, kdy jsou repulzní síly mezi náboji 
stejné jako povrchové napětí, které drží kapičku pohromadě. Opakování tohoto procesu vede 
až k uvolnění kvazimolekulárních iontů [57, 66]. 
Hmotnostní analyzátory 
Po ionizaci dochází k rozdělení iontů, pomocí hmotnostních analyzátorů umístěných 
za iontovým zdrojem. Ionty jsou selektovány podle jejich poměru m/z (hmotnost/náboj). 
Nejvíce využívané hmotnostní analyzátory jsou kvadrupól, iontová past a analyzátor doby 





Sférická (3D kvadrupólová) iontová past 
Iontová past (Ion trap) je trojrozměrnou obdobou kvadrupólového filtru. Je tvořena 
prstencovou elektrodou a vstupní a výstupní kruhovou elektrodou hyperbolického průřezu. 
Obě krajní elektrody jsou uzemněny a na středovou elektrodu se vkládá vysokofrekvenční 
napětí s proměnnou amplitudou. Ionty se do pasti přivádí pulzně. Vhodnými poměry napětí 
vloženého na kruhovou a dvě koncové elektrody jsou ionty zadrženy uvnitř pasti na stabilních 
uzavřených drahách. Postupnou změnou napětí jsou ionty podle jejich m/z vypuzovány 
na detektor výstupním otvorem. Do pasti se zavádí helium jako tzv. tlumící plyn, protože 
tlumí oscilace v ose z, čímž se dosáhne významného zvýšení rozlišení a zlepšení záchytu 
iontů [66]. 
Detektor a vakuový systém 
Jako detektor byl použit elektronový násobič. Jeho funkce spočívá v mnohonásobném 
zesílení elektrického signálu, vzniklého dopadem měřeného iontu na měrnou plošku, 
na kterou je vložen elektrický potenciál o velikosti přibližně -3 kV. Dopadem kladně nabitého 
iontu dojde k vypuzení velkého množství tzv. sekundárních elektronů, které jsou dále 
směrovány elektrickým polem k dalším elektrodám a znovu zesilovány, až je na konci 
detektoru získán měřitelný elektrický proud [57, 61, 66]. 
Vakuový systém hmotnostního spektrometru je tvořen pomocí rotační olejové vývěvy 
a difuzního nebo turbomolekulárního čerpadla. Vakuum je zapotřebí k tomu, aby nedocházelo 
















3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
Tato práce byla součástí řešení projektu FRVŠ IS1497/2012 Studium průniku vybraných 
léčiv do biotické složky ekosystémů. Pro izolaci vzorku a vlastní analýzu byla použita metoda 
optimalizovaná v projektu FRVŠ 2013/2011 řešeného v r. 2011, kde byly jednotlivé postupy 
optimalizovány na biotické a abiotické matrici. Metoda zahrnovala extrakci podporovanou 
tlakem (PSE), přečištění pomocí extrakce tuhou fází (SPE) a finální analýza byla provedena 
metodou HPLC/MS [69]. 
3.1 Použité přístroje a vybavení  
3.1.1 Preanalytická příprava vzorku 
· Analytické váhy HR-120, A&D Instruments, Japonsko 
· pH metr InoLab WTW series, Maneko, ČR 
· Přístroj pro zrychlenou extrakci rozpouštědlem onePSE (Applied Separations, 
USA)  
· Rotační vakuová odparka RVO Büchi Rotavapor R-205 s vodní lázní B-490 
a s elektronickým řízením vakua V-800, Laboratortechnik AG, Švýcarsko 
· Ultrazvuková vodní lázeň, typ Teson 4, Tesla, ČR 
· SPE extraktor Baker, model spe-12 G, membránová vývěva KIF LAB. Laboport, 
Maneko, ČR 
· SPE kolonky: Supelclean ENVI-18, 6 ml, Supelco, USA 
· Přístroj pro sušení dusíkem Evaterm, Labicom, ČR 
· Membránové filtry LUT Syringe Filters PTFE 13 mm, 0,45 μm 
· Běžné laboratorní vybavení 
3.1.2 Vlastní analytické stanovení 
· Kapalinový chromatograf Agilent 1100 Series, Agilent, USA 
· Kolona ZORBAX Eclipse XDB-C8, velikost 2,1 x 150 mm, velikost částic 3,5 μm 
· Hmotnostní detektor – 6320 Series Ion Trap LC/MS Agilent, USA 
· Detektor diodového pole: zdrojem světla je deuteriová a wolframová lampa, 1 024 
fotodiod, vlnový rozsah 190 až 950 nm, programovatelná šířka štěrbiny 1 až 16 mm 
3.2 Použitý software pro zpracování a interpretaci dat 
· Microsoft Office Word 2007 
· Microsoft Office Excel 2007 
· HP Chem Station pro LC 3D, Rev.B.01.01 (Agilent, USA) 
· Agilent 6300 Series Ion Trap LC/MS System Software, verze 6.2 
3.3 Použíté chemikálie a standardy 
3.3.1 Chemikálie 
· Kyselina mravenčí, čistota p.a., Riedel – de Haën, Německo 
· Methanol, pro HPLC, Lach-Ner, Neratovice, ČR 
· Aceton, čistota p.a., Riedel – de Haën, Německo 
· Deonizovaná voda upravená přístrojem Milli-Q Academic firmy Millipore 




·  Sulfamethazin, čistota ?99 %, Sigma – Aldrich 
·  Sulfamethoxazol, čistota ?99 %, Sigma – Aldrich 
3.3.2.1 Charakteristika vybraných sulfonamidů  
· Sulfamethazin (SMZ), CAS 57-68-1 
4-amino-N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)benzensulfonamid  
Sulfamethazin je nažloutlý prášek rozpustný v diethyletheru, methanolu, mírně rozpustný 
ve zředěných minerálních kyselinách a velmi slabě rozpustný ve vodě. Jeho relativní 
molekulová hmotnost je Mr = 278,33 g ×mol-1, hodnota log Kow = 0,89, disociační konstanta 
pKa = 7,4, Henryho konstanta KH = 1,93 ×10-10 Pa ×m3 ×mol-1 a teplota tání 189 °C [70, 72]. 
 
 
Obrázek 12: Vzorec sulfamethazinu 
· Sulfamethoxazol (SMX), CAS 723-46-6 
(4-amino-N-(5-methylisoxazol-3-yl)-benzensulfonamid)  
Sulfamethoxazol je bílý nebo téměř bílý krystalický prášek prakticky nerozpustný ve vodě, 
rozpustný v acetonu, mírně rozpustný v 96 % ethanolu a těžce rozpustný v etheru. Rozpouští 
se ve zředěných roztocích hydroxidu sodného. Jeho relativní molekulová hmotnost 
je Mr = 253,28 g ×mol-1, hodnota log Kow = 0,89, disociační konstanta pKa = 5,7, Henryho 
konstanta KH = 9,56 ×10-13 Pa ×m3 ×mol-1 a teplota tání 167 °C [70, 71]. 
 
 
Obrázek 13: Vzorec sulfamethoxazolu 
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3.4 Ekotoxikologické testy 
Vliv vybraných léčiv na půdní ekosystém byl hodnocen prostřednictvím dvou testů 
ekotoxicity, provedených v uměle připravené tzv. artificiální půdě. Modifikovaný test 
bioakumulace látek v terestrických máloštětinatcích byl použit pro odhad penetrace 
popř. bioakumulace vybraných léčiv v organismu Eisenia foetida a Eisenia andrei . Únikový 
test sloužil pro zjištění schopnosti žížaly Eisenia foetida odhalit přítomnost vybraných léčiv 
v půdě. 
3.4.1 Příprava artificiální půdy 
Při přípravě artificiální půdy bylo postupováno podle metodiky uvedené v kapitole 
2.3.1 Artificiální půda, na straně 17. Nejprve byly upraveny jednotlivé složky (rašelina, písek 
a kaolín). Rašelina byla rozprostřena v tenké vrstvě na igelitové fólii a byla ponechána sušit se 
při laboratorních podmínkách po dobu tří dnů. Následně byla homogenizována a proseta přes 
síto s velikostí ok 2 mm. Po úpravě bylo odebráno 5 kg rašeliny. Stejným způsobem byl 
připraven i písek s tím rozdílem, že byl sušen po dobu 2 dní a 75 % frakce suchého písku byla 
proseta přes síto o velikosti ok 0,05 mm a 25 % frakce přes síto o velikosti ok 2 mm. Písku 
bylo celkem odváženo 35 kg. Následně bylo přidáno 10 kg kaolínu a 82 g uhličitanu 
vápenatého sloužícího k úpravě pH na hodnotu 5,5 – 6,5. Směs byla důkladně promíchána. 
Celkem bylo připraveno 50 kg artificiální půdy. 
Dále bylo stanoveno pH takto připravené artificiální půdy podle postupu popsaného 
v kapitole 2.3.1.1 Stanovení hodnoty pH, na straně 17. Hodnota pH artificiální půdy byla 6,2, 
tedy vyhovovala podmínkám testu. 
Nakonec byla stanovena a vypočtena hodnota maximální vodní kapilární kapacity půdy, 
dle postupu a vzorce (1) uvedeného v kapitole 2.3.1.2 Stanovení hodnoty WHCmax, na 
straně 17. Vzhledem k tomu, že výchozí artificiální půda byla zcela suchá směs, tak 
vydělením dvěma a následném vynásobením množstvím ovlhčované půdy bylo určeno kolik 
vody je nutné do jednotlivých testovacích nádob přidat. Protože hodnota WHCmax je 40 % 
a do každé nádoby bylo naváženo 500 g artificiální půdy, tak potřebné množství vody 
odpovídá 100 ml. V tabulce 3 jsou uvedeny experimentálně zjištěné hodnoty připravené 
artificiální půdy. 
Tabulka 3: Experimentálně zjištěné hodnoty pro artificiální půdu 
Artificiální půda 
pH 6,2 
WHCmax  40 % 
3.4.2 Test únikového chování se žížalami  
Test únikového chování byl proveden v dvoukomorovém uspořádání dle normy 
ISO 17512-1. Do plastových nádob byly naváženy dva ekvivalentní podíly předem připravené 
ovlhčené artificiální půdy o identické hmotnosti 250 g (viz obrázek 14). Tyto dva podíly byly 
odděleny inertní přepážkou. Následně byl vždy jeden díl kontaminován sledovanou látkou 
o příslušné koncentraci, rozpuštěnou v 10 ml acetonu (viz tabulka 4). Po vypaření 
rozpouštědla byla přepážka odejmuta a do mezírky bylo nasazeno deset předem omytých 
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a osušených žížal Eisenia foetida. Pro tento test byli vybráni dospělí jedinci s vyvinutým 
opaskem o hmotnosti 300 ± 10 mg. Nakonec byla plastová nádoba obalena potravinářskou 
fólií s otvory a na 48 hodin umístěna do klimatizované místnosti se stálým světelným 
režimem. Podmínky testu jsou uvedeny v tabulce 5. Po uplynutí 48 hodin bylo provedeno 
vyhodnocení testu v souladu s normou ISO 17512-1. 
Tabulka 4: Testované koncentrace vybraných léčiv  
Sulfamethazin (SMZ) Sulfamethoxazol (SMX) 
mg ×kg
-1




 g ×0,5 kg
-1
 
4 0,002 4 0,002 
8 0,004 8 0,004 
10 0,005 12 0,005 
12 0,006 16 0,006 
16 0,008 10 0,008 
20 0,010 20 0,010 
100 0,050 100 0,050 
500 0,250 500 0,250 
 
Tabulka 5: Podmínky testu únikového chování 
Podmínky testu 
pH půdy 6,2 
WHCmax půdy 40 % 
Teplota  20 ± 2 °C 
Osvětlení 400 – 600 lux 
Doba  48 hod 
 
 
Obrázek 14: Testovací nádoba s organismy 
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3.4.3 Bioakumulační test 
Provedený bioakumulační test trval šest týdnů. Během první části testu, která trvala tři 
týdny, docházelo k expozici organismů testovanými látkami. Druhá část byla eliminační 
a trvala opět tři týdny. 
Do plastových nádob bylo umístěno 500 g předem připravené artificiální půdy. Tato půda 
byla kontaminována vybranými látkami o příslušných koncentracích, jak je uvedeno 
v tabulce 6. Testované látky byly rozpuštěny v 10 ml acetonu a kvantitativně převedeny 
do artificiální půdy v plastových nádobách. Po odpaření rozpouštědla bylo přidáno 100 ml 
destilované vody, 3,5  g granulovaného koňského hnoje a celá směs byla důkladně 
promíchána. Takto připravené nádoby byly označeny a pro každou koncentraci bylo 
nachystáno šest opakování a jedna kontrola. 
Na každý pokus byli vybráni dospělí jedinci s vyvinutým opaskem o minimální váze 
300 mg. Do každé testovací nádoby bylo umístěno 10 takto vybraných jedinců. Pro testování 
sulfamethoxazolu byly použity žížaly Eisenia foetida. Z důvodu nízkého počtu jedinců 
Eisenia foetida v požadované kondici pro bioakumulační test byly pro stanovení 
sulfamethazinu využity žížaly Eisenia andrei. Žížaly byly před testem omyty, osušeny, 
zváženy a ponechány 24 hodin na Petriho miskách, aby došlo k vytrávení pozřené potravy. Po 
uplynutí této doby byly opět omyty, osušeny, zváženy a nasazeny do připravených testovacích 
nádob. Následně byla zvážena celá nádoba včetně nasazených organismů. Nádoba pak byla 
přikryta potravinářskou folií, do které bylo uděláno několik otvorů a umístěna do 
klimatizované místnosti se stálým světelným režimem. Podmínky testu jsou uvedeny 
v tabulce 7. 
Po 7 a 14 dnech testu byly nádoby opět zváženy. Rozdíl ve váze značil úbytek vody, 
která byla následně doplněna. Vždy se jednalo o cca 15 – 20 ml na nádobu. Do každé nádoby 
byl dodán granulovaný koňský hnůj v množství 3,5 g, potřebný k výživě žížal během testu. 
Po 21 dnech testu byly v prvním, druhém a třetím opakování u každé koncentrace 
testovaných látek včetně odpovídající kontroly organismy vybrány, spočítány, omyty, 
osušeny, zváženy a ponechány 24 hodin vytrávit. Druhý den pak byly opět omyty, osušeny, 
zváženy a zamraženy. Z každé nádoby bylo odváženo 15 g půdy. 
Ve čtvrtém, pátém a šestém opakování u každé koncentrace testovaných látek byly žížaly 
vybrány, spočítány, omyty, osušeny a zváženy. Poté byly nasazeny do nově připravených 
nádob se směsí 500 g nekontaminované artificiální půdy, 100 ml vody a 3,5 g granulovaného 
koňského hnoje opět na dobu 21dní. Tato fáze se nazývá eliminační a její postup během 
testování je shodný s fází expoziční. 
Po šestém týdnu byl test ukončen, organismy byly vybrány, spočítány, omyty, osušeny, 
zváženy a opět ponechány 24 hodin na Petriho misce za účelem vytrávení potravy, takto je 
zajištěno, že případný nález testovaného analytu odpovídá koncentraci ve tkáních a nikoli 
v obsahu trávicího traktu. Druhý den pak byly žížaly opět omyty, osušeny, zváženy 
a zamraženy. Z každé nádoby bylo opět odebráno 15 g půdy. Jednotlivé hmotnosti nádob 
během testu jsou uvedeny v příloze 3, tabulce 19.  
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Tabulka 6: Testované látky a stanovované koncentrace 
Sulfamethazin (SMZ) Sulfamethoxazol (SMX) 
mg ×kg
-1




 g ×0,5 kg
-1
 
10 0,005 10 0,005 
100 0,050 100 0,050 
500 0,250 500 0,250 
 
Tabulka 7: Podmínky bioakumulačního testu 
Podmínky testu 
pH půdy 6,2 
WHCmax půdy 40 % 
Teplota  20 ± 2 °C 
Osvětlení 400 – 600 lux 
Doba expoziční fáze 21 dní 
Doba eliminační fáze 21 dní 
 
 
Obrázek 15: Nasazené bioakumulační testy za stanovených podmínek 
 
 
Obrázek 16: Ukončení bioakumulačního testu 
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3.4.3.1 Izolace analytu 
Při izolaci analytů bylo postupováno podle optimalizované metody publikované v projektu 
FRVŠ 2013/2011 řešeného v r. 2011 [69]. Z bioakumulačního testu bylo celkem připraveno 
21 vzorků žížal a 21 vzorků půdy pro obě stanovované látky. Tkáň žížal byla pro každou 
koncentraci (z každé testovací nádoby) zpracována jako celek, tedy všech 10 žížal.  
Žížaly byly po vyjmutí z mrazícího zařízení nakrájeny a spolu s 8 g hydromatrix důkladně 
rozetřeny v třecí misce na jemný prášek (viz obrázek 17). Vzorky půdy byly 
zhomogenizovány a rozetřeny v třecí misce s 5 g hydromatrix (viz obrázek 18). Směs vzorků 
s hydromatrix byla převedena do střední PSE patrony a byla provedena extrakce PSE za 
přesně definovaných podmínek, které jsou uvedeny v tabulce 8. Filtrát byl jímán do 12 ml 
vialek. 
 
Obrázek 17: Příprava vzorku tkáně žížal pro PSE extrakci 
 
 









Tabulka 8: Podmínky pro PSE extrakci 
Podmínky PSE extrakce 
Matrice Žížaly Půda 
Extrakční činidlo methanol methanol 
Počet cyklů 2 2 
Doba statické fáze 7 min 7 min 
Proplach rozpouštědlem 20 s 20 s 
Sušení dusíkem 2 min 2 min 
Teplota 40 °CC 40 °C 
Tlak 60 bar 120 bar 
 
 
Obrázek 19: Přístroj pro extrakci PSE a střední extrakční patrony 
  
Po extrakci byl obsah vialek přefiltrován přes filtrační papír. Filtrát byl jímán do 
odpařovací baňky a následně odpařen na rotační vakuové odparce. Podmínky nastavené pro 
odpařování jsou uvedeny v tabulce 9 a jsou pro obě sledované matrice stejné. 
Tabulka 9: Parametry nastavené na rotační vakuové odparce 
Podmínky odpařování 
Tlak 337 mbar 
Teplota vodní lázně 40 °C 





Obrázek 20: Rotační vakuová odparka 
 
Po odpaření bylo do baňky přidáno 10 ml 0,1% kyseliny mravenčí a za zvýšené teploty 
a po umístění v ultrazvuku bylo dosaženo co možno nejdokonalejšího znovu rozpuštění 
odparku.  
Obsah odpařovací baňky byl přečištěn pomocí SPE extrakce. Byly použity kolonky typu 
Waters Supelclean ENVI-18, 6 ml, Supelco, USA. Jednotlivé kroky SPE představuje 
tabulka 10. 
Tabulka 10: Jednotlivé kroky SPE extrakce 
Postup SPE 
Kondicionace kolonky 
2 ml 0,1 M kyseliny mravenčí v metanolu 
2 ml 5% methanolu 
Aplikace vzorku převedení obsahu z odpařovací baňky 
Sušení proudem vzduchu 5 minut 
Promytí sorbentu 2 ml 5% methanolu 
Sušení proudem vzduchu 5 minut 





Obrázek 21: Extrakce SPE  
 
Po ukončení SPE extrakce byl eluát odpařen do sucha pod proudem dusíku, znovu 
důkladně rozpuštěn v 1 ml 0,1 M kyseliny mravenčí v methanolu a převeden do 1,5 ml vialky. 
 




3.4.3.2 Analýza vzorků 
Při analýze testovaných léčiv bylo postupováno dle optimalizované metody z projektu 
FRVŠ 2013/2011 řešeného v r. 2011 [69]. Byla připravena kalibrační řada jednotlivých 
analytů a byla provedena analýza na HPLC/MS (Agilent 1100 Series / 6320 Series Ion Trap) 
vybaveném kolonou ZORBAX Eclipse XDB-C8 (2,1 x 150 mm, 3,5 mm velikost částic). 
Podmínky analýzy jsou vedeny v tabulkách 11 a 12. 
Tabulka 11: Chromatografické podmínky analýzy pro HPLC 
Podmínky HPLC 
Nástřik  1 µl  
Mobilní fáze 0,01 M kyselina mravenčí, methanol 
Průtok mobilní fáze 0,2 ml ×min-1 
Teplota kolony 20 °C 
Gradient  
t0 = 30 % methanolu, t3 = 40 % methanolu,  
t6 = 80 % methanolu, t10 = 100 % methanolu 
Doba analýzy 21 minut 
 
Tabulka 12: Podmínky pro hmotnostní spektrometr 
Podmínky MS 
Tlak zmlžovacího plynu 20 psi 
Průtok a teplota sušícího plynu 10 l ×min-1; 350 °C 
Napětí na kapiláře 3500 V 
Ionizační mód pozitivní 
Rozsah skenovaných hmot 100 – 500 m/z 
 
  
Obrázek 23: Přistroj HPLC/MS a kolona ZORBAX Eclipse XDB-C8 
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4. VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Test únikového chování  
Na konci testu, tj. po 48 hodinách, byly spočítány organismy v jednotlivých dílech všech 
testovacích nádob. Pro každou koncentraci byla připravena dvě opakování, jejichž výsledky 
byly při vyhodnocení zprůměrovány. Byla hodnocena preference neboli atraktivnost testované 
půdy v porovnání s půdou kontrolní. A to jednak na základě procentického vyjádření počtu 
jedinců, kteří se přesunuli do půdy kontrolní (prostý únik) a jednak na základě tzv. čisté 
odpovědi. Tabulka 13 uvádí prostý únik žížal z půdy kontaminované do půdy 
nekontaminované pro jednotlivé koncentrace testovaných léčiv. Tabulka 14 obsahuje 
vypočtenou míru únikovosti pro jednotlivé testované koncentrace vybraných léčiv 
dle vzorce (6). 





NR , (6) 
 
NR … čistá odpověd (z angl. net response) (%). 
C … žížaly pozorovány v referenční půdě. 
T … žížaly pozorovány v testované půdě. 
N … celkový počet žížal. 
 
Výchozím bodem pro výpočet je předpoklad homogenní distribuce (50% podíl organismů 
v kontaminované matrici a 50% podíl organismů v nekontaminované matrici). 
Pokud je výsledek v kladných hodnotách, došlo k únikové reakci. Pokud v záporných 
k únikové reakci naopak nedošlo. Pokud je výsledkem nula, neprojevily organismy žádnou 
únikovou reakci a obě půdy preferovaly stejně. V případě, že je únikovost větší než 80 %, 
je prostředí považováno za toxické nebo se sníženou kvalitou [25]. 
Tabulka 13: Prosté procentické zastoupení žížal v referenční půdě po ukončení testu 
Sulfamethazin (SMZ) Sulfamethoxazol (SMX) 
g ×kg
-1
 T C (%) g ×kg
-1
 T C (%) 
0,004 2 8 80 0,004 2 8 80 
0,008 1 9 90 0,008 3 7 70 
0,010 2,5 7,5 75 0,010 2 8 80 
0,012 1 9 90 0,012 1 9 90 
0,016 0 10 100 0,016 1 9 90 
0,020 0 10 100 0,020 1 9 90 
0,100 1 9 90 0,100 2,5 7,5 75 
0,500 1 9 90 0,500 1 9 90 




Tabulka 14: Vypočtená míra únikovosti pro jednotlivé koncentrace SMZ a SMX
Sulfamethazin (SMZ) Sulfamethoxazol (SMX) 
g ×kg
-1
 T C NR (%) g ×kg
-1
 T C NR (%) 
0,004 2 8 60 0,004 2 8 60 
0,008 1 9 80 0,008 3 7 40 
0,010 2,5 7,5 50 0,010 2 8 60 
0,012 1 9 80 0,012 1 9 80 
0,016 0 10 100 0,016 1 9 80 
0,020 0 10 100 0,020 1 9 80 
0,100 1 9 80 0,100 2,5 7,5 50 
0,500 1 9 80 0,500 1 9 80 
* T (žížaly pozorovány v testované půdě), C (žížaly pozorovány v referenční půdě)  
 
 
Graf 2: Prosté procentické zastoupení žížal v referenční půdě po ukončení testu 
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Graf 3: Prosté procentické zastoupení žížal v referenční půdě po ukončení testu 
a vypočtená míra únikovosti pro sulfamethoxazol 
 
Na základě výsledků testu únikového chování žížaly hnojní (Eisenia foetida) bylo zjištěno, 
že obě testované látky vyvolávají únikovou reakci sledovaného organismu. Je překvapivé, že 
očekávaná odpověď organismu, v tomto případě vyšší procento únikovosti v korelaci se 
zvyšující se úrovní kontaminace, nevzrůstá úměrně, jak je patrné z grafu 2 a 3. Přesto lze 
jednoznačně konstatovat, že půdní matrice obsahující uvedené zástupce sulfonamidů není 
vhodným prostředím pro testovací organismus. Tento fakt dokazuje skutečnost, že pro 
sulfamethazin je u šesti testovaných koncentrací z osmi hodnota NR 80 % a více a pro 
sulfamethoxazol pro čtyři testované koncentrace z osmi je rovna 80 %. Prostředí můžeme 
považovat za toxické nebo za vykazující nepříznivé účinky pro organismus v něm žijící, 
neboť podle metodiky ISO 17512-1:2008 [25], je-li únikovost větší než 80 %, je prostředí 
považováno za toxické nebo se sníženou kvalitou. 
V dostupné literatuře nejsou uvedeny studie testů únikového chování se žížalami 
zabývající se testováním látek ze skupiny sulfonamidů. Schopnost vyvolat únikovou reakci 
žížal je prokázaná například u polutantů jako jsou minerální oleje, PAHs, TNT, kovy Cd, Cr, 
Cu, Fe, Pb, Ni, Zn, dále KCl, NH4Cl a pesticidy. U pesticidů byly např. zkoumány efekty na 
žížaly v tropických podmínkách. Testovanými látkami byly fungicidy Benomyl, Carbendazim 
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4.1 Bioakumulační test 
Pro izolaci cílových analytů a jejich následného stanovení byla použita již optimalizovaná 
metoda vypracovaná v rámci projektu FRVŠ 2013/2011 řešeného v r. 2011 [69], ve kterém 
byly na základě optimalizace vytvořeny jednotlivé postupy pro analýzu vybraných léčiv 
z biotické a abiotické matrice.  
Pro vyhodnocení vybraných léčiv přítomných v artificiální půdě a kumulovaných ve tkáních 
žížal byla použita metoda vnějšího standardu. Pro každé léčivo byla proměřena kalibrační 
řada v rozmezí 100 – 1000 μg ×ml-1 pro tkáň žížal a 5 – 50 μg ×ml-1 pro artificiální půdu. Na 
základě získaných hodnot byly sestrojeny kalibrační křivky (viz graf 4 a 5) a vypočtena mez 
detekce LOQ a mez stanovitelnosti LOD, dle vzorce 7 a 8. Všechna analytická data obsahuje 
















h … šum na základní linii. 
m … směrnice kalibrační křivky. 
 
Tabulka 15: Analytická data 
 Sulfamethazin (SMZ) Sulfamethoxazol (SMX) 
 žížaly půda žížaly půda 
m/z 279 254 
retenční čas (min) 6,7 9,3 
výtěžnost PSE (%) 64,2 73,1 68,4 70 
výtěžnost SPE (%) 98,9 99,6 
lineární rozsah (μg ×ml-1) 100 – 1000 5 – 50 100 – 1000 5 – 50 























Graf 4: Kalibrační křivky SMZ a SMX na jeden ml extraktu získaného z biotické matrice 
 
 
Graf 5: Kalibrační křivky SMZ a SMX na jeden ml extraktu získaného z abiotické matrice 
 
Pro vzorky artificiální půdy i tkáně žížal byla metoda izolace analytů založena na extrakci 
PSE a přečištění extraktu metodou SPE. V rámci projektu FRVŠ 2013/2011 řešeného 
v r. 2011 bylo experimentálně zjištěno, že nejvyšších výtěžností extrakce PSE pro biotickou 
matrici je dosaženo při kombinaci teploty 40 °C a tlaku 12 MPa, tj. pro sulfamethazin 64,2 % 
y = 51781x 
R² = 0,9971 
y = 31967x 
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Sulfamethazin 
Sulfamethoxazol 
y = 1567433x 
R² = 0,9999 
y = 862426x 

































a pro sulfamethoxazol 68,4 %. Při tlaku 6 a 10 MPa byly výtěžnosti nižší, při teplotách 60 °C 
přesahovaly 50 %, avšak při teplotě 40 °C (mimo zvolenou variantu s tlakem 12 MPa) 
výtěžnosti klesly pod 50 %. Pro stanovení léčiv přítomných v abiotické matrici s využitím 
PSE metody pro izolaci analytů bylo vyzkoušeno dvanáct různých kombinací teplot a tlaků. 
Vzhledem ke skutečnosti, že sulfonamidy patří mezi tepelně nestabilní látky, byly zvoleny 
teploty 40, 50 a 60 °C a rozpětí tlaků od 6 do 14 MPa. Jako optimální byly určeny tlak 6 MPa 
a teplota 40 °C. Za těchto podmínek byla výtěžnost sulfamethazinu 73,1 % 
a sulfamethoxazolu 70 %. U ostatních kombinací tlaků a teplot byly naměřeny nižší 
výtěžnosti [69]. 
V rámci výběru vhodné SPE kolonky byly ověřeny 4 postupy, jako nejvhodnější se jeví 
použití SPE kolonek ENVI C18 s obsahem sorbentu 0,5 g. Účinnost SPE extrakce biotické 
a abiotické matrice byla pro sulfamethazin 98,9 % a sulfamethoxazol 99,6 % [69].  
Pro stanovení sulfonamidových antibiotik pomocí HPLC/MS byla použita kolona 
ZORBAX Eclipse XDB-C8, na níž byla provedena optimalizace metody. Jako mobilní fáze 
byla testována kombinace acetonitrilu s 0,01 M kyselinou mravenčí a kombinace methanolu 
s 0,01 M kyselinou mravenčí. Jako optimální byla zvolena kombinace methanolu 
s 0,01 M kyselinou mravenčí, při které byly získány symetrické ostřejší píky a nepatrně vyšší 
odezva. Z testovaných průtoků mobilní fáze byl zvolen jako nejvhodnější průtok o rychlosti 
0,2 ml ×min-1. Doba analýzy byla stanovena na 21 minut, teplota kolony byla určena na 
základě vypracované rešerše na 20 °C a množství nástřiku na 1 μl [69]. 
Tabulka 17 představuje koncentrace jednotlivých kontaminantů naměřených ve tkáni žížal 
a v půdě. Pro každou testovanou koncentraci bylo připraveno 6 opakování s 500 g artificiální 
půdy a deseti žížalami o minimální hmotnosti 300 mg. Po 21 dnech byla ukončena expoziční 
fáze, u prvních třech opakování byly organismy společně s 15 g půdy odebrány 
a analyzovány. Organismy z opakování 4, 5 a 6 byly na dalších 21 dní (tzv. eliminační fáze 
testu) přemístěny do nádob s nekontaminovanou artificiální půdou. Ke každé testované 
koncentraci byl nasazen stejný počet organismů za identických podmínek do kontrolního 
vzorku. Po ukončení eliminančí fáze byly vzorky zpracovány stejným způsobem jako po 
ukončení fáze expoziční. Zpracováno a analyzováno bylo vždy všech 10 nasazených jedinců 
dohromady a výsledky byly přepočteny na 1 gram tkáně. V některých vyšších koncentracích 
byli během testu nalezeni mrtví jedinci, ti nebyli do dalšího zpracování zahrnuti. Přehledné 
informace o hmotnosti jednotlivých skupin žížal na začátku testu, po ukončení expoziční fáze 








Tabulka 16: Počet žížal a jejich hmotnost během bioakumulačního testu 
KONTROLA 
Kontaminace 





















1 A 10 4,44 10 3,23 - - 
2 A 10 4,31 10 3,57 - - 
3 A 10 4,45 10 3,52 - - 
4 E 10 3,98 - - 10 2,17 
5 E 10 4,43 - - 10 2,69 
6 E 10 3,57 - - 10 3,12 
SULFAMETHAZIN 
Kontaminace 





















1 A 10 4,44 9 3,66 - - 
2 A 10 4,31 9 3,11 - - 
3 A 10 4,45 8 3,17 - - 
4 E 10 3,98 - - 9 2,84 
5 E 10 4,43 - - 10 3,06 
6 E 10 3,57 - - 10 3,97 
 
100 
1 A 10 4,44 9 2,68 - - 
2 A 10 4,31 10 2,61 - - 
3 A 10 4,45 10 3,53 - - 
4 E 10 3,98 - - 10 2,56 
5 E 10 4,43 - - 10 2,52 
6 E 10 3,57 - - 10 2,21 
 
500 
1 A 10 4,44 10 3,45 - - 
2 A 10 4,31 9 2,91 - - 
3 A 10 4,45 8 2,64 - - 
4 E 10 3,98 - - 4 1,26 
5 E 10 4,43 - - 9 2,77 































1 A 10 3,91 10 3,41 - - 
2 A 10 3,94 9 3,21 - - 
3 A 10 3,52 10 3,40 - - 
4 E 10 2,91 - - 10 3,03 
5 E 10 3,95 - - 9 3,14 
6 E 10 4,28 - - 8 2,84 
 
100 
1 A 10 3,49 10 3,00 - - 
2 A 10 3,61 10 3,05 - - 
3 A 10 3,57 10 2,91 - - 
4 E 10 2,82 - - 10 2,63 
5 E 10 3,36 - - 8 2,58 
6 E 10 4,57 - - 9 3,25 
 
500 
1 A 10 3,90 9 3,13 - - 
2 A 10 3,79 10 3,26 - - 
3 A 10 2,98 10 2,65 - - 
4 E 10 2,92 - - 10 2,81 
5 E 10 3,15 - - 6 1,71 
6 E 10 3,31 - - 10 2,67 
*A (akumulační fáze testu), E (eliminační fáze testu) 
** žížaly byly před vážením omyty, osušeny, ponechány 24. hod vytrávit a znovu omyty 
a osušeny 
 
Tabulka 17: Množství léčiv zjištěných v půdě a tkáních žížal 
KONTROLA 
Kontaminace 













1 A N.D. N.D.   
2 A N.D. N.D.   
3 A N.D. N.D.   
4 E  N.D. N.D. N.D. 
5 E  N.D. N.D. N.D. 




















1 A N.D. 0,31 - - 
2 A N.D. 0,39 - - 
3 A N.D. 0,10 - - 
4 E - 0,41 N.D. N.D. 
5 E - 0,52 N.D. N.D. 
6 E - 0,18 N.D. N.D. 
 
100 
1 A N.D. 9,20 - - 
2 A N.D. 6,91 - - 
3 A N.D. 11,52 - - 
4 E - 13,60 N.D. N.D. 
5 E - 12,44 N.D. N.D. 
6 E - 8,94 N.D. N.D. 
 
500 
1 A 57,16 51,51 - - 
2 A 64,32 38,81 - - 
3 A 63,00 39,11 - - 
4 E - 61,23 N.D. N.D. 
5 E - 46,21 N.D. N.D. 
6 E - 46,67 N.D. N.D. 
SULFAMETHOXAZOL 
Kontaminace 













1 A N.D. 0,97 - - 
2 A N.D. 0,78 - - 
3 A N.D. 0,85 - - 
4 E - 0,67 N.D. N.D. 
5 E - 0,94 N.D. N.D. 
6 E - 1,02 N.D. N.D. 
 
100 
1 A N.D. 15,11 - - 
2 A N.D. 13,94 - - 
3 A N.D. 11,46 - - 
4 E - 12,25 N.D. N.D. 
5 E - 16,70 N.D. N.D. 






1 A 260,67 60,22 - - 
2 A 201,57 57,74 - - 
3 A 492,49 25,12 - - 
4 E - 42,12 N.D. N.D. 
5 E - 39,54 N.D. N.D. 
6 E - 58,24 N.D. N.D. 
 
Ze získaných výsledků plyne, že vybraná léčiva jsou schopna do organismu žížal pronikat 
až při poměrně vysokých koncentracích v půdě. Při koncentracích 10 a 100 mg × kg-1 
nedocházelo k  penetraci stanovovaných léčiv do tkání. Pro koncentraci 500 mg ×kg-1 byla 
přítomnost léčiv ve tkáních detekována a rovněž se zvyšovala úmrtnost jedinců. Nicméně po 
ukončení eliminační fáze testu bylo zjištěno, že dochází k poměrně rychlé a snadné eliminaci 
sledovaných léčiv z organismu, což je zřejmé z toho, že po ukončení této fáze testu nebyla 
ve tkáních žížal žádná léčiva detekována. Po 21 dnech testu také velmi klesla koncentrace 
sulfonamidů v půdě, což je dáno jejich rychlou degradací. Na základě výsledků tohoto testu 
lze říci, že k bioakumulaci sulafmethazinu a sulfamethoxazolu ve tkáních žížal nedochází, 
dochází pouze k penetraci těchto látek do tkání a to až při velmi vysokých koncentracích, 
jejichž výskyt v životním prostředí je vysoce nepravděpodobný. Kromě toho, jak je patrno 
z výsledků eliminační fáze, dostanou-li se tyto organismy do nekontaminovaného prostředí, 
velmi rychle dochází k eliminaci těchto látek z organismu. Z výsledků této studie vyplývá, že 
sulfamethazin a sulfamethoxazol nejsou v organismech bioakumulovány. Výsledné 
koncentrace příslušného léčiva získané analýzou tkání žížal a půdy po ukončení akumulační 
fáze testu jsou zobrazeny v grafech 6 a 7.  
 





































Graf 7: Koncentrace sulfamethazinu a sulfamethoxazolu v půdě po akumulační fázi 
 
Pro testované sulfonamidy, tj. sulfamethazin a sulfamethoxazol, byl vypočten 
bioakumulační faktor BAF dle vzorce (4) uvedeného na straně 23, v kapitole 2.5.1.1 Základní 
pojmy. Výsledky jsou uvedeny v tabulce 18. 










(μg × g-1) 
BAF 
0,057 51,51 0,001 0,261 60,22 0,004 
0,064 38,81  0,002  0,202 57,74 0,004 
0,063 39,11  0,002 0,493 25,12 0,020 
 
Látka vykazuje bioakumulaci, jestliže bioakumulačni faktor BAF je vyšší než 500 [40]. 
Vzhledem k velmi nízkým vypočteným hodnotám bioakumulačního faktoru, nelze ani jednu 
z testovaných látek považovat za bioakumulativní.  
V dostupné literatuře nejsou uvedeny studie, ve kterých by byl využit bioakumulační test 
ke stanovení bioakumulace látek typu sulfonamidů. V dosavadních studiích byly 
bioakumulační testy využívány např. pro kontaminanty, jako jsou fenanthren a fluoranthen, 
134Cs, Mo a Pb. Dále byl tento test využit pro studium bioakumulace dekabromodifenyletheru 
patřícího do skupiny polybromovaných difenyletherů (PBDE) a z pesticidů pro herbicid 









































Cílem předložené diplomové práce bylo využít modifikovaný test OECD 317 
bioakumulace látek v máloštětinatcích a únikový test dle normy ISO 17512-1 při posuzování 
kontaminace biotické a abiotické matrice vybranými léčivy. Jako vhodný testovaný 
organismus byly zvoleny žížaly Eisenia foetida a Eisenia andrei z důvodu jejich ekologické 
nezastupitelnosti v půdních ekosystémech. Pro testy byla podle metodiky OECD 207 
připravena artificiální půda. Detekovanými léčivy byly dva zástupci ze skupiny 
sulfonamidových chemoterapeutik hojně využívaných ve veterinární medicíně, 
tj. sulfamethazin a sulfamethoxazol. 
Pro stanovení bioakumulace sulfonamidů ve tkáních žížal a analýzu kontaminované půdy 
výše zmíněnými léčivy byla použita metoda optimalizovaná v rámci projektu 
FRVŠ 2013/2011 vypracovaném v roce 2011.  
Ze získaných výsledků jé patrné, že sulfamethazin a sulfamethoxazol pronikají do 
organismu žížal až při vysokých koncentracích v půdě, tj. 500 mg × kg-1. Takto vysoká 
koncentrace je však v přirozeném prostředí nereálná. Nicméně na základě provedených testů 
únikového chování, ve kterých byla porovnávána preference kontaminované půdy s půdou 
kontrolní, lze konstatovat, že i nízké koncentrace těchto látek v půdě vyvolávají v testovacích 
organismech únikové chování. 
Při nízkých koncentracích těchto léčiv v půdě sice nedochází k bioakumulaci do tkání 
žížal, tudíž kontaminanty nepostupují v potravním řetězci se zvyšující se trofickou úrovní 
a tím neohrožují celý ekosystém, ale přítomnost sulfamethazinu a sulfamethoxazolu již při 
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7. SEZNAM ZKRATEK 
 
PAHs … Polycyklické aromatické uhlovodíky 
PCDDs … Polychlorované dibenzodioxiny 
PCBs … Polychlorované bifenyly 
ISO … Mezinárodní organizace pro normalizaci (International Organization for 
Standardization) 
OECD … Organizace pro hospodářskou spolupráci a rozvoj (Organisation for Economic     
Co-operation and Development) 
US EPA … Agentura pro ochranu životního prostředí (U.S. Environmental Protection 
Agency) 
WHC … Vodní kapacita půdy (Water Holding Capacity ) 
WHCmax … Maximální vodní kapilární kapacity půdy (Maximum Water Holding Capacity) 
BFC… Biokoncentrační faktor  
BCM … Bioobohacovací faktor 
BAF… Bioakumulační faktor 
Kow … Rozdělovací koeficient n-oktanol – voda 
pKa … Disociační konstanta 
KH … Henryho konstanta 
ATC … Anatomicko-terapeuticko-chemická klasifikace (Anatomical Therapeutic Chemical 
Classification) 
EDC … Endokrinní disruptory (Endocrine disrupting compounds) 
ICM … Kontrastní média obsahující jód (Iodinated X-ray contrast media) 
DNA … Deoxyribonukleová kyselina 
RNA … Ribonukleová kyselina 
PABA … Kyselina p-aminobenzoová 
ČOV … Čistírna odpadních vod 
STZ … Sulfathiazol 
SPY … Sulfapyridin 
SMZ… Sulfamethazin 
SMR … Sulfamerazin 
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SMX … Sulfamethoxazol 
SSA … Sulfacetamid 
SDI … Sulfadiazin 
PSE … Extrakce podporovaná tlakem (Pressurized Solvent Extrakction)  
ASE … Zrychlená extrakce rozpouštědlem (Accelerated Solvent Extraction) 
PFE … Fluidní extrakce podporovaná tlakem (Pressurized Fluid Extraction) 
PLE … Kapalinová extrakce podporovaná tlakem (Pressurised Liquid Extraction) 
SSE … Subkritická extrakce rozpouštědlem (Subcritical Solvent Extraction) 
SPE … Extrakce tuhou fází (Solid Phase Extraction) 
GC … Plynová chromatografie (Gas Chromatogramy) 
LC … Kapalinová chromatografie (Liquid Chromatogramy) 
HPLC … Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (High Performance Liquid 
Chromatogramy) 
UHPLC … Ultraúčinná kapalinová chromatografie (Ultra Performance Liquid 
Chromatogramy) 
MS … Hmotnostní spektrometrie (Mass Spektrometry) 
DAD … Detektor typu diodového pole (Diode Array Detector) 
ESI … Ionizace elektrosprejem (Electrospray Ionization) 
APCI … Chemická ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Chemical 
Ionization) 
APPI … Fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Photoionization) 
CAS … Chemical Abstracts Service 
FRVŠ … Fond rozvoje vysokých škol 
TNT … Trinitrotoluen 
LOD … Mez detekce (Limit of Detection) 
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Příloha 1: Hmotnostní spektra stanovovaných analytů 
Obrázek 24: Hmotnostní spektrum sulfamethazinu 
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Příloha 2: Chromatogramy kalibrační křivky a stanovených vzorků 
 
Obrázek 25: Fragmentovaný chromatogram kalibrační křivky sulfamethazinu 






















001-0101.D: EIC 254.0; 279.0 +All MS, Smoothed (0.45,3,GA) 002-0201.D: EIC 254.0; 279.0 +All MS, Smoothed (0.49,3,GA) 003-0301.D: EIC 254.0; 279.0 +All MS, Smoothed (0.50,3,GA)
004-0401.D: EIC 254.0; 279.0 +All MS, Smoothed (0.52,3,GA) 005-0501.D: EIC 254.0; 279.0 +All MS, Smoothed (0.54,3,GA) 006-0601.D: EIC 254.0; 279.0 +All MS, Smoothed (0.56,3,GA)




Obrázek 26: Fragmentovaný chromatogram vzorků půdy původně kontaminovaných 




Obrázek 27: Fragmentovaný chromatogram vzorků půdy původně kontaminovaných 
500 mg × kg
-1 
sulfamethoxazolu 









069-0901.D: EIC 279.0 +All MS, Smoothed (0.40,3,GA) 070-1001.D: EIC 279.0 +All MS, Smoothed (0.39,3,GA) 071-1101.D: EIC 279.0 +All MS, Smoothed (0.42,3,GA)
072-1201.D: EIC 279.0 +All MS, Smoothed (0.53,3,GA)









084-2401.D: EIC 254.0 +All MS, Smoothed (0.47,3,GA) 085-2501.D: EIC 254.0 +All MS, Smoothed (0.49,3,GA) 086-2601.D: EIC 254.0 +All MS, Smoothed (0.53,3,GA)




 Obrázek 28: Fragmentovaný chromatogram vzorků půdy původně kontaminovaných 
100 mg × kg-1 sulfamethazinu 
 
 
 Obrázek 29: Fragmentovaný chromatogram vzorků půdy původně kontaminovaných 
100 mg × kg-1 sulfamethoxazolu 









065-0501.D: EIC 279.0 +All MS, Smoothed (0.43,3,GA) 066-0601.D: EIC 279.0 +All MS, Smoothed (0.42,3,GA) 067-0701.D: EIC 279.0 +All MS, Smoothed (0.40,3,GA)
068-0801.D: EIC 279.0 +All MS, Smoothed (0.53,3,GA)








080-2001.D: EIC 254.0 +All MS, Smoothed (0.50,3,GA) 081-2101.D: EIC 254.0 +All MS, Smoothed (0.50,3,GA) 082-2201.D: EIC 254.0 +All MS, Smoothed (0.52,3,GA)




 Obrázek 30: Fragmentovaný chromatogram vzorků půdy původně kontaminovaných 
10 mg × kg-1 sulfamethazinu 
 
 
 Obrázek 31: Fragmentovaný chromatogram vzorků půdy původně kontaminovaných 
10 mg × kg-1 sulfamethoxazolu 








061-0101.D: EIC 279.0 +All MS, Smoothed (0.47,3,GA) 062-0201.D: EIC 279.0 +All MS, Smoothed (0.46,3,GA) 063-0301.D: EIC 279.0 +All MS, Smoothed (0.50,3,GA)
064-0401.D: EIC 279.0 +All MS, Smoothed (0.50,3,GA)









076-1601.D: EIC 254.0 +All MS, Smoothed (0.50,3,GA) 077-1701.D: EIC 254.0 +All MS, Smoothed (0.53,3,GA) 078-1801.D: EIC 254.0 +All MS, Smoothed (0.51,3,GA)
079-1901.D: EIC 254.0 +All MS, Smoothed (0.60,3,GA)
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Obrázek 32: Fragmentovaný chromatogram vzorků tkáně žížal z půdy původně 




Obrázek 33: Fragmentovaný chromatogram vzorků tkáně žížal z půdy původně 
kontaminované 500 mg × kg-1 sulfamethoxazolu 








027-0701.D: EIC 279.0 +All MS, Smoothed (0.32,3,GA) 028-0801.D: EIC 279.0 +All MS, Smoothed (0.32,3,GA) 029-0901.D: EIC 279.0 +All MS, Smoothed (0.32,3,GA)














Příloha 3: Tabulka hmotností testovacích nádob během testu před a po přidání vody 
a granulovaného koňského hnoje 
Tabulka 19: Hmotnosti testovacích nádob během testu 
KONTROLA 
1.den 7.den 14.den 21.den 28.den 35.den 
 
před po před po 
 
před po před po 
625 603 627 613 627 - - - - - 
626 607 629 617 629 - - - - - 
623 605 625 611 625 - - - - - 
623 607 625 609 625 639 614 645 625 642 
621 602 624 608 623 640 618 647 627 646 
623 603 626 610 626 638 616 643 623 642 
SULFAMETHAZIN 10 mg ×kg
-1
 
1.den 7.den 14.den 21.den 28.den 35.den 
 
před po před po 
 
před po před po 
624 608 626 613 627 - - - - - 
629 612 631 617 631 - - - - - 
625 609 629 614 627 - - - - - 
628 610 632 619 630 642 622 649 629 646 
625 607 628 613 626 638 619 641 623 641 
629 611 631 618 631 639 621 643 623 642 
SULFAMETHAZIN 100 mg ×kg
-1
 
1.den 7.den 14.den 21.den 28.den 35.den 
 
před po před po 
 
před po před po 
624 606 629 615 626 - - - - - 
628 605 630 617 632 - - - - - 
620 602 622 611 624 - - - - - 
625 606 628 615 628 637 614 640 620 639 
625 607 629 613 627 639 619 642 624 641 
628 608 630 618 631 642 621 648 629 647 
SULFAMETHAZIN 500 mg ×kg
-1
 
1.den 7.den 14.den 21.den 28.den 35.den 
 
před po před po 
 
před po před po 
620 606 625 609 624 - - - - - 
620 605 624 608 624 - - - - - 
628 608 631 618 631 - - - - - 
625 607 628 616 627 639 618 642 623 641 
624 606 626 617 626 637 616 639 619 639 








SULFAMETHOXAZOL 10 mg ×kg
-1
 
1.den 7.den 14.den 21.den 28.den 35.den 
 
před po před po 
 
před po před po 
623 605 626 612 626 - - - - - 
625 602 627 611 628 - - - - - 
624 607 627 612 625 - - - - - 
627 602 629 613 630 639 619 643 620 643 
628 607 631 616 632 639 618 643 623 642 
629 609 633 617 633 642 621 649 629 648 
SULFAMETHOXAZOL 100 mg ×kg
-1
 
1.den 7.den 14.den 21.den 28.den 35.den 
 
před po před po 
 
před po před po 
620 612 622 606 623 - - - - - 
630 614 634 617 635 - - - - - 
620 608 623 602 623 - - - - - 
629 612 632 615 633 641 619 647 627 645 
625 603 628 604 627 638 615 641 622 642 
624 612 628 602 629 639 617 643 623 641 
SULFAMETHOXAZOL 500 mg ×kg
-1 
1.den 7.den 14.den 21.den 28.den 35.den 
 
před po před po 
 
před po před po 
621 607 623 609 624 - - - - - 
628 610 631 616 633 - - - - - 
627 607 629 613 631 - - - - - 
625 613 629 609 631 638 614 642 621 640 
621 605 624 609 626 638 615 643 622 642 
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Ø Pharmaceutical residues have become major environmental contaminants in recent years. Many consumed pharmaceuticals are released from human or animal organisms after 
administration and enter into the sewer system. In the wastewater treatment plants (WWTPs) these compounds are only partially removed during the cleaning processes. 
Pharmaceuticals can be discharged with treated sewage water into surface streams and partially sorbed by the sewage sludge. If the sludge from WWTPs is dispersed on fields as 
fertilizer, sorbed residues can penetrate into the soil. Organisms present in the soil can accumulate these substances, but they can also be adversely affected. 
Ø This work is focused on the study of possible bioaccumulation of selected pharmaceuticals in soil organisms (Earthworm Eisenia Foetida). Pharmaceuticals from the group of 
sulfonamide antibiotics were selected for this study. These pharmaceuticals are often used in human and veterinary medicine and they have the ability to be sorbed by the sludge in 
WWTP.  
Ø The analytical methods include pressurized solvent extraction (PSE), solid phase extraction (SPE) and final analysis by HPLC-MS for determination of selected sulfonamide antibiotics.  
Ø Target sulfonamide compounds: sulfamethazine (SMZ) and sulfamethoxazole (SMX). 
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   ARTIFICIAL SOIL 
 The test was performed with an artificial soil prepared on 
the basis of the OECD Test Guideline 207 (Earthworm,  
acute toxicity test). 
Ø 500 g of artificial soil was prepared and contaminated 
by selected sulfonamide pharmaceuticals. 
Ø The test was carried out on three concentration levels 
(10, 100 and 500 mg/g). 
Ø 10 earthworms (min. weight of 300 mg) were 
deployed into the prepared artificial soil. 
Ø The test was carried out generally for 42 days:    
Uptake phase = 1st – 21st day of the test;          
Elimination phase = 22nd – 41st day 
Ø The samples of earthworms and pertinent soil were 
taken after uptake phase even after elimination 
phase. 
Ø After collecting, earthworms were placed on Petri 
dish for 12 hours. 
Ø Then earthworms were freezed and prepared for 
analysis. 
  ANALYSIS 
 INSTRUMENT: HPLC - Agilent 1100 Series;  
 MS – Agilent 6320  Series Ion Trap 
 COLUMN: Zorbax Eclipse XDB-C18, 2.1 x 150 mm, 3.5 µm 
 MOBILE PHASE: 0.01 M HCOOH and  MeOH 
 GRADIENT OF MOBILE PHASE: t0= 30 % of  MeOH;          
 t3= 40 % of  MeOH; t6= 80 % of  MeOH; t10= 100 % of MeOH;  
 COLUMN TEMPERATURE: 20 °C 
 FLOW RATE: 0.15 mL.min-1 
 NEBULIZER PRESSURE: 20 psi 
 DRYING GAS TEMPERATURE: 350 °C  
 DRYING GAS FLOW: 10 L.min-1 
 CAPILLARY VOLTAGE: 3.5 kV 
 POSITIVE MODE 
 SCAN RANGE: m/z  100 – 500 u 
BIOACUMULATION TEST 
 
Ø This study was focused on possible penetration of pharmaceuticals from abiotic matrix (soil) to soil biota (tissue of 
earthworm Eisenia Foetida).    
Ø Results of this study show that the penetration of pharmaceuticals from soil into terrestrial organisms is possible in 
high contamination levels of soil and during continuous exposure. Nevertheless, bioaccumulation was not proved, 
because earthworms were able to excrete target compounds quickly. 
Ø During the test, also the state of earthworms was controlled and no special adverse effects were observed, even at 
highest level of contamination.  
Ø After exposure time (21 days), the concentration level of pharmaceuticals in soil was much lower than at the 
beginning. It could be probably caused by degradation of selected pharmaceuticals in soil. 
Ø This study shows, that terrestrial organisms are not exposed to the pharmaceutical residues so much such as water 
organisms. Nevertheless, it was proved, that penetration is possible. So the easy penetration of another similar and 
more toxic pharmaceutical compounds is not excluded. 
Ø Moreover, this study also presents the analytical method including pressurized solvent extraction, solid phase 
extraction and HPLC-MS as very suitable and reliable method for analysis of biotic and abiotic samples of terrestrial 
environment. 
SAMPLE TREATMENT 
Ø Earthworms from each concentration level were 
liquidized and then homogenized with hydromatrix for 
pressurized solvent extraction; for the same 
concentration level also the sample of soil was 
collected and homogenized with hydromatrix.   
Ø The extraction of samples were carried out with PSE 
under following conditions: 
Ø Solvent: methanol; Temperature: 40 °C; Pressure: 120 
bar; Number of cycles: 2; duration of stationary phase:  
7 min; Flush of solvent: 20 s; Drying by nitrogen: 2 min 
Ø Then extract was placed into freezer for 15 min and 
then filtered through filter paper. 
Ø  Filtrate was placed into evaporating flask and evaporated to 
the dryness using vacuum evaporator; then the dry residuum 
was re-dissolved in 10 mL of 0.1% HCOOH and purified using 
SPE. 
Ø  SPE for purification: 
Ø ENVI-18 SPE Tubes, 6 ml, 0.5 g: condition by 2 mL 0.1 M 
HCOOH in MeOH and 2 mL 5% MeOH; then load 10 mL of re-
dissolved filtrate from evaporating flask; wash by 2 mL 5% 
MeOH; elution by 4 mL 0.1 M HCOOH in MeOH. 
Ø  Eluate was dried under the gentle stream of nitrogen, re-
dissolved in 1 mL of 0.1 M HCOOH in MeOH and placed into 
1.8mL vial. 
▲ ►Bioacumulation test 
▲ HPLC-MS, Agilent 
▲ Extraction and purification process: 1 – PSE, 2 – filtration, 3 - SPE 
Pharm. RT (min) m/z 
PSE recovery (%) 
SPE recovery (%) 
tissue soil 
SMZ 6.7 279 64.2 73.1 98.9 
SMX 9.3 254 68.4 70.0 99.6 
Table 1: Analytical data 





UP  21 days in 
contaminated 
soil 
EP 21 days in 
clean soil 
UP  21 days in 
contaminated 
soil 
EP 21 days in 
clean soil 
10 
ng/g of earthworm 
tissue 
n.d. n.d. n.d. n.d. 
ng/one earthworm 
(average) 
n.d. n.d. n.d. n.d. 
soil (mg/g) 0.27 ± 0.12 n.d. 0.86 ± 0.08 n.d. 
100 
ng/g of earthworm 
tissue 
n.d. n.d. n.d. n.d. 
ng/one earthworm 
(average) 
n.d. n.d. n.d. n.d. 
soil (mg/g) 19.5 ± 16.1 n.d. 13.5 ± 1.5 n.d.
500 
ng/g of earthworm 
tissue 
318.2 ± 125.5 n.d. 61.5 ± 3.1 n.d. 
ng/one earthworm 
(average) 
95.6 ± 26.8 n.d. 20.4 ± 0.5 n.d. 
soil (mg/g) 43.1 ± 5.9 n.d. 47.7 ± 15.9 n.d. 
Table 2: Concentrations in samples 
Chromatogram of earthworm sample from contamination level 500 mg/g of soil 
SMZ (m/z 279) 
SMX (m/z 254) 
Mass spectrum of  SMZ Mass spectrum of  SMX 
* logarithmic representation of concentration in ng/g soil  or tissue of earthworm (see Table 2) 
cI  - initial contamination of model  sample  
n.d. – not detected 
 
UP  21 days -  uptake phase after 21 days  
EP 21 days - elimination phase after 21 days  
 
SMX SMZ 
